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“Todo homem deve ser um aprendiz da natureza. Se realmente desejar cumprir o seu 
dever, deve tratar de conhecer as relações que existem entre a saúde do homem e sua 
alimentação.” 
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AA: Ácido araquidônico 
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AGPI: Ácidos graxos poliinsaturados 
ALX: Receptor  para lipoxina 
BLTI: Receptor de leucotrieno B4’ 
BMMC: Bromo-metil-metoxi-cumarina 
CTGFR: Receptor de crescimento de tecido conectivo 
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ROS: Espécies reativas do oxigênio  
TGF-β: Fator transformante de crescimento – beta  
TNF-α: Fator de necrose tumoral – alfa   
TX: Tromboxanas 
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O câncer é caracterizado por muitos passos, envolvendo alterações genéticas, que 
levam a progressiva transformação nas células normais, tornando-as malignas. 
Estimativas apontam para mais de 12 milhões de casos no mundo em 2008. Sendo 
que, aproximadamente, meio milhão será no Brasil. Na etiologia do câncer o ambiente 
tem papel relevante, sendo que alterações na dieta demonstraram ter grande 
importância.  Vários estudos mostram que uma dieta rica em ácidos graxos 
poliinsaturados (AGPI) do tipo n-3 reduz a incidência de cânceres. O tratamento do 
câncer pode causar, geralmente, neutropenia. Isto leva a uma redução nas doses das 
terapias anticâncer e, na maior vulnerabilidade dos pacientes a infecções. Este estudo 
investigou se a suplementação com óleo de peixe, rico em AGPI n-3, é capaz de 
melhorar a atividade imunitária dos neutrófilos. Pacientes submetidos a tratamento 
quimioterápico foram divididos em dois grupos: suplementados com 2 g/dia de óleo de 
peixe durante oito semanas (T8 S) e os não suplementados (T8). Ambos os grupos 
tiveram o sangue coletado no primeiro dia de quimioterapia (ZERO) e também após as 
8 semanas. Não houve diferença entre o peso corpóreo dos pacientes de ambos os 
grupos. No grupo T8 S houve: aumento da atividade fagocitária e da produção de ânion 
superóxido pelos neutrófilos quando comparado a T8; não houve alteração da retenção 
de vermelho neutro nem da produção de peróxido de hidrogênio em relação ao inicio da 
terapia anticâncer, porém quando comparado a T8 esta se elevou. Aumentou a 
incorporação de EPA e DHA e redução de ácido araquidônico (AA) nos neutrófilos e no 
plasma dos indivíduos T8 S, em relação ao início da quimioterapia. No plasma de T8 S 
não ocorreu alteração da concentração de colesterol total, LDL, VLDL e triacilgliceróis 
em relação ao período zero, porém estas foram mais elevadas nos indivíduos sem 
suplementação (T8). Ainda, em T8 S houve aumento do colesterol HDL e redução da 
lactatemia em relação aos demais grupos. In vitro foi observado redução da proliferação 
tumoral nas diluições de 1:5 e 1:10 nas culturas de células tumorais obtidas de mama e 
cólon;  
 






















Cancer is a process characterized by many steps, which includes genetic alterations 
and gradual transformations in the normal cells, potentially leading them to malignancy. 
It is estimated that will be more than 12 million new cancer cases around the world in the 
year of 2008. For Brazil alone a half million cases are expected. The environment plays 
a key role in the etiology of cancer development, where diet habits are highlighted as 
main characters. Some studies show that diets rich in polyunsaturated fatty acids 
(PUFA) n-3 reduces the incidence of cancers. Cancer treatment can generally cause 
neutropenia. This study aimed to investigate whether fish oil, rich in PUFA n-3, 
supplementation to cancer patients’ plus tumor withdrawal is able to improve the 
function of blood neutrophils and the effect of fish oil in vitro in different tumor types, as 
well. Patients in chemotherapy treatment were randomly shared in to groups: intake of 2 
g fish oil/day during eight weeks (T8 S) and not supplemented (T8). Blood was 
withdrawn right before the first chemotherapy session (ZERO) and 8 weeks after the 
beginning of the chemotherapy treatment. There were no differences in patients’ weights 
at the beginning of the trial. The T8 S group showed an increment of the phagocytic 
activity and anion superoxide production by neutrophils in relation to T8. No alterations 
in the neutral red uptake by secretion vesicles, neither in the production of hydrogen 
peroxide in the T8 S, when compared to the beginning of the anticancer therapy, were 
observed. However, all these parameters were increased in relation T8. The neutrophils 
and plasma’s concentration of EPA and DHA was increased by supplementation, 
otherwise the content of the arachidonic acid (AA) was reduced in relation to the 
beginning of the chemotherapy. There was no alteration in the plasma total cholesterol, 
LDL, VLDL and triacylglycerols in relation to the beginning of the supplementation; 
however these values were increased in the individuals without supplementation. In 
addition, there was an increase in the HDL cholesterol and a reduction in the lactatemia 
in the T8 S group. In vitro, a reduction in the cell proliferation using 1:5 and 1:10 
dilutions into breast and colon tumors cells cultures was observed. 
 













A palavra lipídeo é derivada do grego lipos que significa gordura (CURI et al., 
2002). São definidos como moléculas biológicas altamente solúveis em solventes 
orgânicos e insolúveis em água (FAHY et al., 2005). Os lipídios são reconhecidos como 
moléculas de sinalização desde longa data e possuem a capacidade de provocar 
profundas respostas fisiológicas (HANNUN & OBEID, 2008). Sendo que as células 
eucariontes utilizam 5% dos seus genes para a fabricação de lipídios (MEER et al., 
2008). Estes desempenham três funções gerais: primeira por serem relativamente 
pequenos tem função de reserva de energia, principalmente como triacilgliceróis e 
ésteres esterificados (LANDS, 2007).  Segundo formam as membranas celulares, pois 
possuem a capacidade de ser polares possuindo uma parte hidrofílica e uma 
hidrofóbica (LEMMON, 2008).  Essa propriedade de interagir com o meio aquoso e com 
outro lipídio foi à base física para a formação espontânea de membranas.  Essa 
propriedade, de anfipatia, foi o principio químico que propiciou as primeiras células a 
liberarem produtos internos para o meio externo. E, esse mesmo princípio propiciou a 
compartimentalização celular. Os lipídios também permitem que algumas proteínas se 
agreguem a eles e outras se mantenham dispersas (IVANOVA et al., 2007). E, 
finalmente os lipídios podem atuar como primeiro e segundos mensageiros em vias de 
transdução de sinal e processos de reconhecimento molecular (WYMANN & 
SCHNEITER, 2008). Além disso, alguns lipídios recrutam proteínas do citosol e 
organizam os domínios de membrana formando sítios de recepção ou efetores (MEER 
et al., 2008). As primeiras moléculas lipídicas responsáveis por reações anafiláticas 
foram descobertas em 1930, e são os cistenil leucotrienos (HAMMARSTRÖM, 1983). 
Mais ou menos na mesma época, a ação vasodilatadora das prostaglandinas foi 
descoberta (WYMANN & SCHNEITER, 2008). Subseqüentemente, o ácido 
araquidônico foi descoberto como sendo a fonte de formação paras os leucotrienos e 
prostaglandinas (GIL, 2002). A estrutura fundamental dos lipídeos é composta de 
ácidos graxos ou estruturas diretamente a eles relacionadas, como os alcoóis, aldeídos 
ou aminas (LEHNINGER et al., 2000). Assim, a compreensão da estrutura química dos 
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ácidos graxos, bem como de suas características físicas, químicas e biológicas, são 
fundamentais para o estudo do seu metabolismo e funções (NETTLETON, 1995).  
 
 
1.1 Ácidos Graxos 
 
Os ácidos graxos (AG) são ácidos carboxílicos que podem ser representados 
pela fórmula R-COOH, onde R significa uma cadeia alquil composta de átomos de 
carbono e hidrogênio, geralmente não ramificados e com número par de átomos de 
carbono (FAHY et al., 2005). Os átomos de carbono dos AG podem ser identificados 
por números ou letras a partir do grupo carboxila (numeração ∆ ou sistema de letras 
gregas), ou a partir do carbono mais distante da carboxila (sistema de numeração n ou 
ω) (MONTGOMERY et al. 1994; SALA-VILA et al., 2008), da seguinte forma: 
 Terminal ω   CH3 – CH2 – CH2 - CH2 – CH2 – CH2 – COOH   terminal carboxila 
Nº de C          6        5         4        3         2        1 
Nº n ou  ω      1        2         3        4         5        6 
Letras             ω     ω-1                 γ         β          α 
  
O tamanho da cadeia hidrocarbônica determina a classificação dos AG em: a) 
cadeia curta: de 2 a 4 átomos de carbono; b) cadeia média: de 6 a 10 átomos de 
carbono; c) cadeia longa: acima de 12 átomos de carbono (NATIONAL RESEARCH 
COUNCIL, 1989; CURI et al., 2002). Porém, o BRITISH NUTRITION FOUNDATION 
(1999) caracteriza cadeias longas as com 18 carbonos e aquelas com mais de 20 
carbonos são chamadas cadeias muito longas. Quanto à presença de insaturações na 
cadeia hidrocarbônica, temos os saturados, os quais não possuem insaturações na 
molécula e, os insaturados divididos nos que possuem uma (monoinsaturados) ou mais 
de uma (poliinsaturados) insaturações na molécula (CURI et al., 2002). 
 
1.2  Ácidos Graxos Poliinsaturados (AGPI) 
 
  
Os AG são as unidades fundamentais para a síntese de lipídeos, constituídos 
por cadeias de átomos de carbono, ligados átomos de hidrogênio. São importantes 
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fontes de energia para o metabolismo (MENENDEZ & LUPU, 2007). Podem ser 
provenientes de duas maneiras para o metabolismo animal: a exógena vinda da 
alimentação e, a endógena vinda da biossíntese, a qual é catalisada por um complexo 
heterodimérico de 250-270 kDa chamada sintetase ácido graxo (FASN)  (VESCOVI et 
al., 2008). As propriedades dos AG, como solubilidade e flexibilidade, são determinadas 
pelo tamanho da cadeia e grau de insaturação, sendo que AG poliinsaturados de 
cadeia longa, são mais flexíveis e solúveis que os saturados (NETTLETON, 1995). Há 
duas importantes famílias de AG poliinsaturados. A família n–6 (ômega–6 ou ω-6), 
derivada do AG essencial Linoléico que é convertida em ácido araquidônico; e a família 
n–3 (ômega–3 ou ω-3), derivada do AG essencial α-Linolênico que é convertida em 
ácido eicosapentaenóico (EPA) e em ácido docosaexaenóico (DHA). Em adição, as 
duas famílias não são interconvertidas (JIANG et al., 1997; CALDER, 2001; RHEE, 
2008). Esses dois ácidos são considerados essenciais (AGE) porque não podem ser 
sintetizados no organismo, devido à falta das enzimas ∆12 dessaturase e ∆15 
dessaturase e, serem imprescindíveis ao organismo (FIGURA 1).  
A ausência desses nutrientes na dieta está associada ao aparecimento de 
síndromes que podem levar à morte. A essencialidade dos AGPI n–6 é conhecida 
desde a década de 1930. Sua deficiência, por exemplo, esta associada a problemas 
dérmicos.  Quanto ao AGPI n–3, só após 1980, é que se descobriu sua necessidade na 
dieta, para evitar principalmente distúrbios neurológicos e visuais (CURI et al., 2002).  
Estudos recentes demonstraram que a ingestão de peixes, principal fonte de AGPI n–3, 
reduz o risco de doenças cardiovasculares (HE et al., 2002; WILLETT & SPAMPFER, 
2003, SIMOPOULOS, 2006).   Segundo LANDS, 2008, há 50 anos, em resposta ao 
crescente número de doenças cardíacas a Associação Americana do Coração, (AHA - 
American Heart Association) aconselhou a população a seguir quatro passos: 
1. Ingerir menos calorias; 
2. Ingerir menos calorias como gorduras; 
3. Trocar gordura saturada por gordura insaturada; 






   18:0 
∆9                        ∆12      ∆15             
Ácido oléico Ácido linoléico Ácido α-linolénico 
   18:1 n-9        (plantas)    18:2 n-6               (plantas)       18:3 n-3 
 
 
FIGURA 1: Metabolismo de ácidos graxos. Enzimas dessaturases ∆9, ∆12 e ∆15. 
 
 
No início do século XX foi descrito um AG de 20 carbonos com 4 insaturações, 
denominado ácido araquidônico (AA). Seu nome é derivado do ácido araquídico, AG 
saturado, que foi isolado do amendoim (Arachis hypogaea). Este gênero de planta 
possui raízes semelhantes à teia de aranha, provavelmente dando origem ao nome do 
AA (CURI et al., 2002).  Os mamíferos podem formar o AA por processos enzimáticos. 
Para tal, é necessário que seja ingerido ácido linoléico (n–6), ou ácido γ-linolênico (n-6). 
O AA (ácido eicosatetraenóico n-6, com 20 átomos de carbono e 4 duplas ligações) é o 
principal responsável pela formação dos eicosanóides das séries 2 e 4: 
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas e lipoxinas (FIGURA 2), e, também pode 
participar diretamente na sinalização celular e expressão gênica (MIYASAKA et al., 
1996; MCENTEE & WHELAN, 2002; VOLEK et al., 2008). Eicosanóides são 
substâncias biologicamente ativas, com meia-vida curta (alguns minutos) que contêm 
20 átomos de carbono e atuam localmente desencadeando mudanças nas células ou 
tecidos onde foram produzidos, sendo sintetizados, preferencialmente, a partir do AA 




FIGURA 2: Metabolismo dos AGPI n-3 e n-6 e seus supostos efeitos em tumores. 
Esses AGPI competem pela mesma série de enzimas (dessaturases e alongases). Os 
AGPI de 20 carbonos podem atuar como precursores de diferentes eicosanóides, 
incluindo leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e tromboxanas (TX). Adaptado de 
ROYNETTE et al., 2004.  
 
As prostaglandinas são encontradas em pequenas concentrações em 
praticamente todos os tecidos dos mamíferos (MANTOVANI, et al,. 2008). Elas foram 
primeiramente isoladas em sêmen de humanos e de animais e inicialmente acreditou-se 
que elas eram secretadas apenas pela próstata. Elas podem ser sintetizadas a partir do 
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ácido γ–linolênico, araquidônico e EPA (TAPIERO, et al., 2002). Os leucotrienos foram 
primeiramente encontrados em leucócitos. Atuam como importantes sinalizadores 
biológicos tendo papel relevante nas crises asmáticas (HAMMARSTRON, 1983). 
Tromboxanas são produzidas pelas plaquetas e atuam na coagulação sanguínea 
(WANG & DUBOIS, 2008). As lipoxinas são eicosanóides com função antiinflamatória, 
são sintetizadas a partir do AA pela ação da lipoxigenase (MCMAHON & GODSON, 
2004; SERHAN et al., 2008). Contudo, o ácido eicosapentaenóico (EPA, n–3) e o ácido 
dihomo γ-linolénico (n–6) também podem participar da síntese de eicosanóides (BNF, 
1999). Substâncias similares são produzidas a partir desses dois AG (n–3 e n–6) e os 
dois sistemas competem pelas mesmas enzimas. Entretanto, as substâncias derivadas 
da família n–3 tendem a ter menor efeito imunitário bem como menor potência 
inflamatória do que àquelas da família n–6 (BERQUIN et al., 2008). Isto tem levado ao 
interesse em se há um papel para o óleo de peixe, rico em ácido graxo de cadeia longa 
n–3, no tratamento de condições inflamatórias tais como artrite reumatóide. O EPA é o 
principal AGPI n–3 e, é sintetizado pelas algas marinhas sendo encontrado na dieta 
como um componente do óleo de peixe (MIYASAKA et al, 1996, BNF, 1999).  




Desde a década de 1970, com os trabalhos de DYERBERG et al.,1975, os 
ácidos graxos poliinsaturados vem despertando interesse, pois estudos mostraram que 
populações que ingerem dietas ricas em peixes, tem baixa incidência de trombose, 
doenças cardíacas coronarianas e infarto do miocárdio. Desde então inúmeros estudos 
in vivo e in vitro tem mostrado que o AGPI n-3 exibe menos propriedades inflamatórias 
do que quando comparado com os AGPI n-6. Além, de benefícios na prevenção e no 
desenvolvimento do câncer (ROYNETTE et al., 2004; GORJÃO et al., 2006; 
TROMBETTA et al., 2007; BENETOU et al., 2008; NAGAO & YANAGITA, 2008 
TANAKA et al., 2008). As concentrações de EPA e DHA variam muito entre as 
populações, como a dos esquimós que habitam a Groenlândia (10-14 g/dia), japoneses 
e orientais (3 g/dia) e Ocidentais (<0,5 g/dia).  Além da função energética, que é básica 
a todo lipídio, os AGPI da família n-3 exercem modulação do sistema imunitário, 
dependendo da dose ingerida podem ser incorporados na membrana celular, 
aumentando sua fluidez e influenciando mediadores da produção de citocinas e na 
proliferação celular (KOCH & HELLER, 2005).  Os mecanismos pelos quais os AGPI n-
3 trazem estes benefícios ainda não são totalmente conhecidos. 
  
1.3 Sistema imunitário 
  
O papel do sistema imunitário no câncer sempre foi objeto de estudo. 
Inicialmente acreditava-se que os leucócitos infiltrados representavam uma tentativa 
para erradicar as células neoplásicas (BALKWILL & MANTOVANI, 2001). Em tumores 
gástricos, de cólon e reto, em humanos, infiltração leucocitária, principalmente células 
NK estão associados a bom prognósticos. Por outro lado, infiltrações de leucócitos de 
células como macrófagos em carcinoma de mama e de mastócitos em adenocarcinoma 
de pulmão e melanoma estão associados a mau prognóstico (VISSER et al., 2006). O 
sistema imunitário nos protege contra agressões de patógenos e pode ser dividido em 
dois tipos: o inato e o adaptativo (JANEWAY et al., 2000; SANSONETTI, 2004). As 
células são chamadas geralmente de leucócitos, as quais estão divididas em duas 
categorias, os fagócitos (neutrófilos, macrófagos, monócitos, eosinófilos e basófilos) e 
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os linfócitos.  A comunicação entre os dois sistemas acontece por contato direto entre 
as células ou pela produção de mensageiros químicos, as citocinas (CALDER, 2001).  
O sistema imunitário inato possui enorme plasticidade e capacidade de produzir 
inúmeras citocinas, quimiocinas, metaloproteases, espécies reativas do oxigênio (ROS), 
histaminas e outros mediadores bioativos. Cronicamente ativadas estas células são 
peças chave na modulação da sobrevivência celular (proliferação e morte), assim como 
nos processos de metabolismo da matriz extracelular. Os mecanismos pelos quais o 
sistema imunitário inato regula o desenvolvimento do câncer podem ser: diretos tais 
como indução de danos ao DNA pela geração de radicais livres; regulação parácrina de 
vias intracelulares (através do fator nuclear κB); ou indiretos como a promoção da 
angiogênese e remodelamento de tecidos pela produção de fatores de crescimento, 
citocinas, quimiocinas e metaloproteases, pela regulação da ciclooxigenase 2  (COX 2) 
e pela supressão das respostas imunitárias antitumorais (VISSER et al., 2006).  
Os neutrófilos fazem parte do sistema de defesa inato. Quando ocorrem 
infecções, há rápida migração de neutrófilos para o local. Estes são capazes de 
combater os agentes invasores por fagocitose, liberação de espécies reativas do 
oxigênio e nitrogênio (ROSN) e por liberação de moléculas bactericidas (SANE, et al.; 
1999; COUSSEN & WERB, 2002; BRUNO, et al., 2004; FRITSCHE, et al., 2005). O 
sistema inato é a primeira linha de defesa e, é especialmente eficiente em defender o 
organismo contra o ataque de bactérias e fungos. Os neutrófilos possuem papel chave 
no sistema imunitário inato. Eles são as primeiras células de defesa a chegar ao local 
de infecção.  Estão presentes na circulação sangüínea e, quando ocorre invasão por 
patógenos são as primeiras células a chegarem ao local, por um processo chamado 
diapedese. No local da infecção aumentam sua sobrevida que é normalmente de oito a 
doze horas. Fazem isso retardando o processo de apoptose o que permite que essas 
células fagocitem os agentes invasores e, concomitantemente ocorre o aumento de 
seus progenitores na medula óssea. O número de neutrófilos é constante em indivíduos 
saudáveis, porem pode haver alterações em situação de estresse, como tratamentos 
quimioterápicos ou infecções graves (CRIGHTON & PUPPIONE, 2006).  
Mediadores exógenos como peptídeos derivados de bactéria e endógenos 
como os leucotrienos, prostaglandinas e citocinas atuam como recrutadores para 
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neutrófilos (FIGURA 4). No local da infecção os neutrófilos fagocitam os germes assim 
como resíduos celulares existentes no local. Os micróbios fagocitados formam os 
fagossomos onde ocorrerá a fusão de lisossomos, formando os fagolisossomos, onde 
enzimas degradativas provenientes dos lisossomos atuarão e, também são produzidas 
espécies reativas do oxigênio. Estes mecanismos garantem a proteção dos indivíduos 
contra o ataque de patógenos (SERHAN et al., 2008).   
 
 
FIGURA 4: Processo inflamatório, adaptado de SERHAN et al., 2008. 
 
Uma vez o processo de defesa tenha se iniciado, os patógenos são eliminados 
via fagocitose e, a infecção deve ser resolvida de modo a evitar que se torne crônica. O 
processo de finalização de uma inflamação consiste em remoção ou redução de 
leucócitos e resíduos derivados de áreas inflamadas para o restabelecimento da 
homeostase. Este mecanismo de término de inflamação é mediado por moléculas 
lipídicas conhecidas como resolvinas, lipoxinas e protectinas, as quais são sintetizadas 
a partir dos AGPI n-3, EPA e DHA (LEVY et al., 2001).  Esta família de mediadores 
lipídicos, endógenos, não é imunossupressiva e sim funciona como finalizadores de 
inflamação. Pois, enviam potentes sinais para neutrófilos e eosinófilos pararem de se 
infiltrar; ativam macrófagos para fagocitarem microorganismos e células em apoptose; 
aumentam a saída de fagócitos da área de inflamação e estimulam a expressão de 
moléculas envolvidas na defesa antimicrobial. As lipoxinas A4 e B4 inibem a diapedese 
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de neutrófilos em áreas de inflamação, atuando através do seu receptor (ALX) (FIGURA 
5). Este receptor é acoplado à proteína G e, mobiliza Ca2+ e induz mudanças na 
fosforilação de proteínas do citoesqueleto, resultando na redução da atividade de 
neutrófilos (SERHAN et al., 2008).  
Outros mediadores endógenos importantes são as citocinas. Este termo foi 
introduzido por Stanley Cohen em 1974 (MATARESE, 2004). A palavra citocina vem de 
cito = célula e cinina = hormônio, são proteínas semelhantes a hormônios que permite a 
comunicação entre a célula e o ambiente externo. O termo citocina é usado para 
designar várias substâncias como: linfocinas, monocinas, interleucinas, fatores 
estimulantes de colônias (CSF), fator de necrose tumoral (TNF) e quimiocinas (TAYAL 
& KALRA, 2008). São secretadas por diversos tipos celulares como os leucócitos, 
fibroblastos, células epiteliais, entre outras (DUNLOP & CAMPBELL, 2000). 
Apresentam diversas funções como: mediar e regular respostas imunitárias, inflamação 
e hematopoiese.  As citocinas possuem 3 propriedades: pleiotropia, isto é, elas podem 
atuar de maneira diferente nos diferentes tipos celulares; redundância, ou seja, funções 
similares podem ser estimuladas por diferentes citocinas; multifuncionalidade refere-se 
ao fato de que uma mesma citocina pode regular diferentes funções imunitárias (TAYAL 
& KALRA, 2008). O sistema imunitário tem papel relevante no desenvolvimento tumoral, 
pois além de produzir citocinas também atua na imunovigilância. E, apenas quando as 
células tumorais conseguem sobrepujar as barreiras do sistema imunitário é que ocorre 
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FIGURA 5. Esquema dos papéis da lipoxina e resolvina E1, sendo ALX: receptor para 
lipoxina A4; VEGFR: receptor para fator de crescimento endotelial vascular; HUVEC: 
células endoteliais da veia umbilical humana; PDGFR: receptor de fator de crescimento 
derivado de plaquetas; CTGFR: receptor de crescimento de tecido conectivo; BLTI: 
receptor de leucotrieno B4; ChemR23: receptor de quimiocina. Adaptado de SERHAN 
et al., 2008. 
21 
 
1.4  O câncer   
 
Há consenso que os tumores são linhagens monoclonais de um único 
progenitor e, que através de inúmeras mutações e seleções tornam-se estruturas 
multicelulares (KITANO, 2004). Apresenta heterogeneidade celular, como fibroblastos, 
células epiteliais, células dos sistemas imunitário, inato e adaptativo, células 
mesenquimatosas, assim como células que formam vasos sanguíneos e linfáticos (CHE 
et al., 2006; KELLY, 2008). Sendo que a homeostase, neste microambiente, é mantida 
pela colaboração e interação entre estes diversos tipos celulares (VISSER et al., 2006; 
VERMEULEN, et al., 2008).  A tumorigênese nos seres humanos é um processo 
caracterizado por muitas etapas, que envolvem alterações genéticas, com progressivas 
transformações nas células normais, tornando-as malignas (MORENO, 2008). O 
oncogenoma constitui-se de inúmeras alterações nos cromossomos, cromatina e 
nucleotídeos.   Estas alterações incluem aberrações irreversíveis no DNA, em especial 
nos genes ou cromossomos. Elas também incluem mudanças potencialmente 
reversíveis, conhecidas como modificações epigenéticas do DNA e/ou das proteínas 
histonas, que estão associadas com o DNA na cromatina. Estas alterações reversíveis 
e irreversíveis podem alterar milhares de genes e/ou vias de transcrição regulatória.  
Esses eventos resultam na ativação ou inibição e vários eventos biológicos, causando 
os vários aspectos patofisiológicos, incluindo angiogênese, metástase, evasão do 
sistema imunovigilância e alterações no crescimento celular e metabolismo (HANAHAN 
& WEINBERG, 2000; LOWE, et al., 2004; ZITVOGEL et al., 2006; CHIN & GRAY, 
2008). Uma alteração metabólica bastante comum é o aumento da lipogênese, 
proveniente do aumento da glicólise, esse efeito é conhecido como efeito de Warburg 
(PESKIN & CARTER, 2008).  
As neoplasias podem ser classificadas em malignas e benignas. Os tumores 
malignos, cânceres, são caracterizados por suas células serem ávidas consumidoras de 
glicose e liberarem ácido láctico; terem alto gasto de energia devido ao aumento da 
síntese protéica e de DNA; terem capacidade de invadir tecidos e órgãos, metástase; 
serem capazes de aumentarem a síntese de novo de ácidos graxos. Por outro lado, um 
tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células que se 
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multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente 
constituindo um risco de vida (OKADA & MAK, 2004; VERMEULEN et al., 2008).  
Quanto à origem do tecido, os tumores podem ser divididos em carcinomas, que são 
tumores sólidos derivados do tecido epitelial e representam a maioria dos tumores 
malignos no mundo, sendo que na União Européia respondem por aproximadamente 2 
milhões de diagnósticos por ano (PANTEL, et al., 2008); sarcomas que são cânceres 
provenientes dos tecidos conjuntivos e musculares. Os cânceres de sistema nervoso e 
as leucemias não se enquadram neste tipo de divisão (FERREIRA E ROCHA, 2004).  
Nas neoplasias malignas, a multiplicação celular faz a massa tumoral crescer e 
a partir de certo tamanho a quantidade de oxigênio que chega por difusão não é mais 
suficiente para atender as necessidades do tumor, assim ocorre à necessidade da 
formação de novos vasos sanguíneos, processo este chamado de angiogênese 
(WEIDEMANN & JOHNSON, 2008). Em seguida, ocorrem os processos de metástases, 
onde células tumorais vão colonizar outras áreas do corpo. As células devem completar 
uma série de etapas, antes de a neoplasia ser clinicamente identificada. Primeiramente, 
as células devem se separar do tumor principal, invadir os tecidos vizinhos e a 
membrana basal, entrar e sobreviver na circulação sanguínea, linfática ou no espaço 
peritoneal e migrar até o órgão alvo (HUNTER, 2004). 
Estimativas da American Cancer Society (www.cancer.org) apontam que o 
numero de casos de câncer vem subindo e para 2008 são estimados mais de 12 
milhões de novos casos no planeta.  No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer 
(INCA – http://www.inca.gov.br/estimativa/2008), as estimativas para o ano de 2008 e 
válidas também para o ano de 2009, apontam que ocorrerão 466.730 casos novos de 
câncer (TABELA 1). Os tipos mais incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não 
melanoma, serão os cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino e os 
cânceres de mama e de colo do útero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil 
da magnitude observada no mundo. A distribuição dos casos novos de câncer segundo 
localização primária é bem heterogênea entre estados e capitais do país; o que fica 
bem evidenciado ao observar-se a representação espacial das diferentes taxas brutas 
de incidência. As regiões Sul e Sudeste, de uma maneira geral, apresentam as maiores 
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taxas, enquanto que as regiões Norte e Nordeste mostram as menores taxas. As taxas 
da região Centro-Oeste apresentam um padrão intermediário (TABELA 2). 
TABELA 1: Estimativa dos casos de câncer, por região do Brasil, de 2008/2009 pelo 
Instituto Nacional do Câncer   
Região Estimativa dos Casos Novos 
Masculino Feminino Total 
Norte 8.470 9.150 17.620 
Nordeste 36.600 42.360 78.960 
Centro-Oeste 14.460 14.050 28.510 
Sul 52.000 47.580 99.580 
Sudeste 120.330 121.730 242.060 
BRASIL 231.860 234.870 466.730 
FONTE: INCA (http://www.inca.gov.br/estimativa/2008) 
 
 TABELA 2: Estimativa dos casos de câncer, por localização corpórea, de 2008/2009 






Mama Feminina  1.210  7.630  2.630  9.500  28.430  
Traquéia, Brônquio 
e Pulmão  
1.020  3.630  1.690  7.210  13.720  
Estômago  1.200  3.840  1.250  4.360  11.150  
Próstata  1.750  9.820  3.200  9.500  25.260  
Colo do Útero  1.700  4.720  1.350  3.470  7.440  
Cólon e Reto  550  2.680  1.430  5.950  16.380  
Esôfago  230  1.360  560  3.110  5.290  
Leucemias  530  1.900  650  1.820  4.640  
Cavidade Oral  400  2.500  750  2.500  8.010  
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Pele Melanoma  150  450  250  1.950  3.120  
Outras Localizações  4.550  14.190  7.260  27.270  64.610  
Subtotal  13.290  52.720  21.020  76.640  188.050  
Pele não Melanoma  4.330  26.240  7.490  22.940  54.010  
TOTAL 17.620 78.960 28.510 99.580 242.060 
FONTE: INCA (http://www.inca.gov.br/estimativa/2008) 
 
Um sintoma muito comum em indivíduos com câncer é a caquexia, a qual é a 
principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com câncer em estágio 
avançado. A síndrome da caquexia aparece como resultado de varias mudanças 
metabólicas caracterizadas pelo hipercatabolismo, resposta de proteínas de fase 
aguda, falência do anabolismo devido em parte à ingestão inadequada de alimentos 
(FEARON, et al.,2006). O metabolismo de lipídeos encontra-se alterado, resultando em 
depleção das reservas de gordura e concentrações elevadas de lipídeos circulantes, 
glicerol e AG livres, produzidos pela hidrólise de triacilgliceróis. Esta hiperlipidemia  
ocorre pela diminuição da lipase protéica (TISDALE, 2001). Alguns estudos sugerem 
que o tumor produz substancias lipolíticas capazes de induzirem a lipólise e 
aumentarem a oxidação de AG (GUIMARÃES et al., 2002). Experimento em modelos 
animais e em humanos com caquexia provocada pelo câncer foi identificado uma 
substância denominada fator mobilizador de lipídios (LMF – Lipid-mobilizing factor). 
Este fator atuaria diretamente nos adipócitos para estimular a lipólise de maneira 
semelhante à dos hormônios lipolíticos (GH, catecolaminas). Este efeito lipolítico é 
diferente do produzido por citocinas, pois estas aumentam a lipólise pela inibição da 
lipase protéica (DUNLOP & CAMPBELL, 2000; KELLY, 2008).  Os mediadores desse 
processo são produzidos pelo próprio tumor e pelo corpo em resposta ao tumor. A estes 
mediadores se incluem, fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), 
hormônios neuroendócrinos e fatores indutores de proteólise (TISDALE, 2004).  
Estudos clínicos com 18 pacientes com caquexia de câncer de pâncreas, onde 
não se podia fazer a ressecção, mostraram diminuição da perda de peso quando 
receberam suplementação com de óleo de peixe (dose de 2,2 g de EPA e 1,4 g de 
DHA), diariamente. Estes pacientes perdiam em média 2,9 kg/mês e, após 3 meses de 
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suplementação, a maioria dos pacientes teve seus pesos estabilizados e, ganharam, 
em torno de 0,3 kg/mês. Não houve mudanças na porcentagem total de fluidos no 
corpo dos pacientes, durante o estudo, sugerindo que o ganho de peso foi de massa 
magra e não da retenção de fluidos (BARBER, 2001).  
Dados prévios do nosso laboratório (BONATTO et al., 2004; PINTO JR et al., 
2004; PIZATO et al., 2005; MUND et al., 2007) demonstraram que o óleo de peixe, rico 
em AGPI n-3, é capaz de reduzir o crescimento tumoral e o grau de caquexia em ratos 
portadores de  tumores de Walker 256. Estudos em humanos (BARBER, 2001; BAUER 
& CAPRA, 2005; READ et al., 2007; SAUER et al., 2007) mostraram que ocorre 
melhoria na qualidade de vida de pacientes portadores de câncer. Há um grande 
número de efeitos biológicos que, tem sido aventado, contribuírem para a supressão do 
câncer pelos AGPI n-3. Estes efeitos incluem alterações nas propriedades das células 
tumorais como proliferação, invasão, metástase, apoptose e ativação das células de 
defesa do organismo. Os mecanismos moleculares para que ocorram estes eventos 
celulares ainda não estão bem definidos (BERQUIN et al., 2008). Assim, neste estudo 
investigamos a ação dos AGPI n-3 sobre sistema imunitário inato de pacientes 



















Neste trabalho objetivamos estudar o efeito da suplementação com óleo de 
peixe durante oito semanas sobre a funcionalidade de neutrófilos in vivo e, a ação do 
óleo de peixe em diferentes tumores humanos in vitro. Para alcançarmos estes 
objetivos foram analisados: 
• Dados biométricos dos pacientes com câncer; 
• A atividade fagocitária dos neutrófilos; 
• O englobamento de vermelho neutro pelas vesículas de secreção dos 
neutrófilos; 
• A produção de peróxido de hidrogênio pelos neutrófilos; 
• A produção de ânion superóxido pelos neutrófilos; 
• Incorporação de ácidos graxos em neutrófilos; 
• Analises bioquímicas do plasma; 
• Incorporação de ácidos graxos no plasma; 
• A proliferação das células tumorais, cultivadas na presença de óleo de 
peixe, pela incorporação de [2-14C]-timidina em DNA; 
• Apoptose e necrose das células tumorais por citometria de fluxo; 















3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Todos os procedimentos deste trabalho, envolvendo seres humanos, foram 
aprovados pelo Comitê de Ética do Hospital Angelina Caron (HAC) parecer 004/04 
(ANEXO 1) (Campina Grande do Sul, PR, BR) e, referendado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa do setor de Ciências Biológicas da UFPR (ANEXO 2). Todos os pacientes que 
participaram do estudo assinaram termo de livre consentimento e esclarecimento.  Este 
estudo teve a participação de 38 pacientes, submetidos a tratamento quimioterápico 
(TABELAS 3 e 4)  e, 40 pacientes que sofreram cirurgias de ressecção tumoral, todos 
atendidas pelo Serviço de Oncologia do HAC. Os pacientes que foram suplementados 
com 2 g/dia de óleo de peixe (Herbarium ®) receberam instrução para ingerirem as 
cápsulas uma após o almoço e a outra após o jantar. Estes pacientes foram 
selecionados de maneira aleatória tendo como critério de exclusão outras patologias 
concomitantes.  
 
TABELA 3: Tipos tumorais e drogas quimioterápicas utilizadas no tratamento dos 
pacientes não suplementados. 
Paciente Tipo tumoral Quimioterápico 
01 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
02 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
03 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
04 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
05 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
06 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
07 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
08 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
09 Neoplasia maligna de reto Fluorouracil e leucovorin 
10 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
11 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
12 Carcinoma de faringe Fluorouracil e leucovorin 




14 Carcinoma de esôfago  Fluorouracil e cisplatina 
15 Linfoma não Hodgkin Ciclofosfamida, doxorrubicina, 
vincristina e prednisona 
16 Carcinoma de hipofaringe Fluorouracil e leucovorin 
17 Carcinoma epidermóide de colo 
uterino 
Fluorouracil e cisplatina 
18 Sem especificação  Fluorouracil e leucovorin 
19 Carcinoma gástrico  Fluorouracil e leucovorin 
 
 
TABELA 4: Tipos tumorais e drogas quimioterápicas utilizadas nos tratamentos dos 
pacientes suplementados com 2 g/dia de óleo de peixe, ao final de 8 semanas. 
Paciente Tipo tumoral Quimioterápico 
01 Linfoma não Hodgkin Ciclofosfamida, doxorrubicina, 
vincristina e prednisona 
02 Neoplasia maligna de reto Fluorouracil e leucovorin 
03 Carcinoma escamomedular de laringe Fluorouracil e leucovorin 
04 Adenocarcinoma de esôfago  Fluorouracil e cisplatina 
05 Adenocarcinoma gástrico  Fluorouracil e leucovorin 
06 Carcinoma de hipofaringe Fluorouracil e leucovorin 
07 Carcinoma de mama Ciclofosfamida, metotrexato e 
fluorouracil 
08 Carcinoma de células gigantes do 
útero 
Fluorouracil e cisplatina 
09 Adenocarcinoma da junção esôfago-
gástrica 
Fluorouracil e cisplatina 
10 Adenocarcinoma de ovário  Fluorouracil e cisplatina 
11 Adenocarcinoma de cólon  Fluorouracil e leucovorin 
12 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
13 Carcinoma de esôfago Fluorouracil e cisplatina 
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14 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
15 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
16 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
17 Adenocarcinoma de cólon Fluorouracil e leucovorin 
18 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
19 Adenocarcinoma de reto Fluorouracil e leucovorin 
 
 
3.1 Reagentes, enzimas e soluções 
 
Os reagentes usados na preparação das soluções foram obtidos da Reagen 
(Quimibrás Industria Química Ltda, RJ). Solução de tampão fosfato salina pH 7,4, 10 
mM (PBS) foi utilizada como meio de diluição para os corantes. O zimosan, vermelho 
neutro, vermelho fenol, nitroblue tetrazolium (NBT), xilenol laranja, hidroxitolueno butilado 
(BHT), albumina sérica bovina (BSA) e iodeto de propídeo (PI) foram provenientes da 
Sigma Chemical Co (St Louis, MO - EUA). Meio de cultura (RPMI 1640), antibiótico 
(penicilina e estreptomicina) e soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da Gibco (Grand 
Island, NY - EUA). Anexina V proveniente da BD Biosciences (San Diego, CA - EUA). 
As cápsulas de óleo de peixe foram cedidas gentilmente pela Fundação Herbarium®, 
contendo 1g/cápsula na proporção de 0,192 g de EPA e 0,124g de DHA. O material 
radioativo - [2 - 14C]-timidina (50 mCi/mmol) - foi obtido da New England Nuclear 
Research Products (Du Pont Company - Biotechnology Systems - EUA). 
 
3.2 Coleta e separação das células sanguíneas 
 
O sangue dos pacientes foi coletado em tubos para coleta de sangue a vácuo 
K3 EDTA não siliconizados (BD Minas Gerais, Brasil). O isolamento de neutrófilos foi 
realizado conforme proposto por BØYUM, 1976. O sangue foi centrifugado no próprio 
tubo a 153 g a 18 °C por 10 minutos. O plasma foi separado e o restante do sangue, 
transferido para tubo tipo falcon de 50 mL, acrescentando-se o mesmo volume em PBS. 
Em tubos contendo 3 mL de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences, Suécia) 
30 
 
foi acrescentado 8 mL do sangue diluído em PBS. Os tubos foram centrifugados a 400 
g a 18 °C durante 40 minutos. A camada superior transparente foi desprezada. A 
camada inferior constituída por hemácias e células polimorfonucleares foi transferida 
para outro tubo (FIGURA 6). Submeteu-se a amostra duas vezes à lise hipotônica por 
incubação com solução hemolítica (Tris Base (tris[hidroximetil]aminometano) 17,0 mM e 
NH4Cl 18,7 mM) em banho-maria a 37 ºC por 15 minutos. A solução foi centrifugada a 
153 g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células, ressuspendidas em 
PBS e contadas em câmara de Neubauer. Depois de isoladas, as células 
polimorfonucleares, representadas em sua maioria por neutrófilos, (valor determinado 
por microscopia óptica do material corado por May-Grünwald Giemsa) possibilitando a 
obtenção de 90% de neutrófilos. À viabilidade foi determinada através da coloração de 












PMN (90% neutrófilos) 
 
FIGURA 6: Esquema da separação de células sanguíneas em Ficoll-Paque.  
 




O fixador utilizado foi o Baker formol-cálcio (formaldeído 4% v/v, cloreto de 
sódio 2% w/v e acetato de cálcio 1% w/v). A solução de extração consistiu de ácido 
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acético glacial 96% (1% v/v) e etanol (50% v/v) dissolvidos em água bidestilada. A 
solução estoque do corante vermelho neutro foi preparada pela solubilização de 0,02 g 
de corante em 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO). A solução para uso de rotina foi 
preparada pela diluição de 0,3 mL da solução estoque e 0,02 g de zimosan não-




3.3.2 Atividade fagocitária 
 
Foi utilizado o método descrito por PIPE et al., 1995, modificado. Foram 
depositados 100 µL da solução de neutrófilos, contendo 1x106 células/mL, obtidos 
como descrito acima, em placa de 96 escavações. Em seguida se adicionou 10 µL de 
zimosan (2,3 x 108 partículas/mL) corado com vermelho neutro e incubou-se por 30 
minutos a 37 oC. Após este procedimento, foram adicionados 100 µL de fixador de 
Baker, para interromper o processo de fagocitose e, 30 minutos posteriormente, a placa 
foi centrifugada, por 5 minutos a 240 g, a fim de remover o zimosan e o vermelho neutro 
não fagocitados pelos neutrófilos. O vermelho neutro no interior dos neutrófilos foi 
solubilizado utilizando-se 100 µL de solução de extração. Após 30 minutos se procedeu 
a leitura das placas, a 550 nm utilizando leitor de microplaca (Microplate reader Bio-rad 
- Benchmark). Os dados foram expressos por absorbância/106 celulas/mL. 
 
 
3.3.3 Produção de peróxido de hidrogênio  
 
A produção de peróxido de hidrogênio foi mensurada utilizando-se o método 
descrito por PICK & MIZEL, 1981, modificado. Através da oxidação de vermelho fenol, 
pela peroxidase, foi possível detectar a produção de H2O2. Alíquotas de 100 µL de 
solução de neutrófilos, contendo 1x106 células/mL, e 10 µL de 13-acetato 12-miristato 
de forbila  (PMA – 4 µM) foram colocados em placas tipo ELISA. Cada orifício recebeu 
100 µL da solução de vermelho fenol contendo peroxidase (horseradish) e zimosan. Foi 
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incubado durante 30 minutos, no escuro a 37 oC e, em seguida colocou-se 10 µL de 
NaOH 1 M e, após foi feita a leitura em leitor de microplaca a 595 nm (Microplate reader 
Bio-rad - Benchmark). Os resultados foram determinados a partir de uma curva padrão 
(r = 0,9987) e, expressos em µmol/106 células/mL.  
 
3.3.4 Mensuração do ânion superóxido   
 
A geração de superóxido foi estimada através da redução de “nitroblue 
tetrazolium” (NBT – Sigma), um composto amarelo lipossolúvel que se torna insolúvel e 
de cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Os neutrófilos contidos em 
100 µL (1x106 células/mL), foram incubados por 1 hora, em placa de 96 escavações, 
contendo 0,2% de NBT e 10 µL de PMA (4 µM) em PBS a 37 °C. Neste passo, ocorre a 
redução do NBT a um composto azul e insolúvel no PBS, denominado formazan, numa 
reação promovida pelo ânion superóxido. Após, a placa foi centrifugada a 240 g por 5 
minutos, o conteúdo foi desprezado, e se adicionou 100 µL de metanol 50%, para fixar 
os neutrófilos. Após 10 minutos a placa foi centrifugada novamente e o conteúdo 
desprezado, e seco com ar quente. Então se adicionou 120 µL de KOH, 2M e 140 µL de 
DMSO (dimetil sulfóxido) para solubilizar o NBT. Após 30 minutos se procedeu a leitura 
das placas, a 550 nm utilizando leitor de microplacas (Microplate reader Bio-rad - 
Benchmark). Os dados foram expressos por absorbância/106 células/mL. 
 
 
3.4.5 Volume das vesículas de secreção   
 
Para esta análise se utilizou o método descrito por PIPE et al., 1995, onde em 
placa de 96 escavações  depositou-se 100 µL da solução de neutrófilos, contendo 
1x106 células/mL e, se adicionou 20 µL  da solução estoque de vermelho neutro (20 mg 
de vermelho neutro em 1 mL de DMSO)  a 2%. Após 30 minutos, a placa foi 
centrifugada por 5 minutos a 240 g e o sobrenadante foi descartado. Então, se 
adicionou 100 µl de solução de extração para solubilizar o vermelho neutro que estava 
no interior das vesículas de secreção. Esta solubilização é possível porque o vermelho 
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neutro é um corante catiônico que se difunde através da membrana celular e, uma vez 
presente nas vesículas de secreção, fica aprisionado devido à mudança de cargas 
causada pelo pH ácido do sistema lisossomal. Finalmente, após 30 minutos, a placa foi 
lida a 550 nm utilizando leitor de microplacas (Microplate reader Bio-rad - Benchmark). 
Os dados foram expressos por absorbância/106 células/mL. 
 
3.5 Parâmetros bioquímicos plasmáticos  
 
3.5.1 Mensuração plasmática de lipídios  
 
A concentração plasmática de triacilgliceróis (TAG) e colesterol total e HDL 
colesterol foram determinadas por métodos enzimáticos colorimétricos, utilizando os kits 
triglicérides GPO-Trinder e colesterol total Bioliquid, conforme especificações do 
fabricante. A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 500 nm e os 
resultados estão expressos em mg/dL. 
 
3.5.2 Mensuração plasmática do lactato 
 
Foi determinado pelo método enzimático, segundo ENGLE & JONES, 1978. 
Inicialmente fez-se a desproteinização do soro, pela adição de 50 µL de ácido 
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura agitada em vórtex, 
centrifugada por 1 minuto a 17.000 g. Em seguida, foi coletado 200 µL do sobrenadante 
e adicionado 2 µL de indicador universal para permitir a visualização da neutralização 
do soro, pela adição de KOH/TRIS (0,5 M / 2 M), sinalizada pela coloração verde, 
indicando pH 7,0. Em seguida, foi pipetado 100 µL do soro neutralizado em tubos de 
ensaio contendo 1 mL do tampão de ensaio (descrito abaixo) e, após 45 minutos, fez 
leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda 340 nm. O princípio dessa 
mensuração consiste na conversão do lactato a piruvato pela ação da lactato 
desidrogenase (LDh), ocorrendo consumo de NAD+ com formação estequiométrica de 
NADH, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente, fornecendo as 
concentrações de lactato existente na amostra, segundo a reação: 
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   LDh 
Lactato + NAD+      Piruvato + NADH  
A partir da medida da absorbância, foi calculada a concentração do lactato sérico 
em µmol/mL, pela fórmula: 
















[Lactato] = concentração de lactato produzida 
Abs = absorbância  
6,22 = constante 
V = volume da amostra 
V1 = volume da amostra + tampão de ensaio 
V2 = volume do soro com proteínas + TCA 
V3 = volume do soro com proteínas 
V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralização 
V5 = volume do soro desproteinizado 
 
Tampão de Ensaio (para 100 mL de H2O miliQ) 
EDTA 0,28 g 
Glicina 2,8 g 
Hidrato de hidrazina 1,5 mL 
LDh 0,4 mL 










3.6 Determinação do conteúdo de ácidos graxos presentes no plasma, 
neutrófilos e células tumorais 
 
3.6.1 Extração lipídica 
 
Foi utilizada uma adaptação da metodologia descrita por FOLCH et al (1957). 
As amostras de células (106 /mL) foram sonicadas (6 ciclos de 6 segundos). Em 
seguida foram adicionados 0,5 mL de metanol e 1 mL de clorofórmio, os tubos foram 
agitados em vórtex e centrifugados a 1500 g, 2 minutos, 4°C. A fase inferior foi 
transferida para outro tubo, e com a fase superior foi realizada nova extração com 
0,5mL de metanol e 1mL de clorofórmio. Ao total de fases inferiores coletado das 2 
extrações foi adicionado 1mL da solução  de clorofórmio:metanol:água, na proporção 
de 3:47:48 (solvente de Folch). Cada amostra foi agitada e centrifugada e, após o 
descarte da fase superior (hidrometanólica), a fase orgânica foi evaporada com 
nitrogênio gasoso.  
 
3.6.2 Saponificação dos extratos lipídicos 
 
 Os extratos lipídicos obtidos dos tumores, bem como alíquotas de óleo de peixe 
e plasma, foram ressuspensos em 100 µL de metanol e saponificados com 2,0 mL de 
uma solução alcalina em metanol (hidróxido de sódio 1M em metanol a 90%), a 37°C 
por 2 horas, em banho-maria com agitação (BEYER & JENSEN, 1989; HAMILTON et 
al, 1992; NISHIYAMA-NARUKE et al, 1998). A solução alcalina foi então acidificada até 
aproximadamente pH 3,0, com ácido clorídrico 1M. Os ácidos graxos em solução foram 
extraídos 3 vezes com 2,0 mL de hexano. O solvente foi evaporado em nitrogênio 









3.6.3 Derivatização dos ácidos graxos 
  
A reação de derivatização foi baseada no método descrito por ABUSHUFA et 
al., 1994. O reagente 1 foi preparado adicionando-se 10 mg de BMMC em 10mL de 
acetonitrila. O reagente 2 foi preparado adicionando-se 26,5 mg de 18-crown-6 e 100 
mg de carbonato de potássio em 5 mL de acetonitrila. O reagente 2 foi sonicado por 30 
minutos e outros 5 mL de acetonitrila foram adicionados. O sobrenadante foi separado 
do precipitado e a solução foi estocada a 4-8°C. As amostras contendo ácidos graxos a 
serem derivatizados foram reconstituídas em 100 mL de acetonitrila e homogeneizadas 
em vórtex.  Após 30 segundos, foram adicionados 100 µL do reagente 1, e 100 µL do 
reagente 2. As amostras foram novamente homogeneizadas, mantidas a 60°C por 15 
minutos, e em seguida transferidos para frascos apropriados para injeção. 
 Para a análise dos ácidos graxos derivatizados através do detector de 
fluorescência, foram realizadas injeções de volumes que variaram de 10 a 50µL dos 
derivados diluídos. O fluxo foi de 1,0mL/minuto, à temperatura controlada de 23°C. Os 
compostos foram detectados fluorimetricamente com excitação a 325nm e emissão a 
398nm. Quanto à fase móvel, foi realizado gradiente binário com acetonitrila e água, 
iniciando com a proporção de 77 : 23% (acetonitrila:água) e finalizando com 90 : 10, em 
um total de 55 minutos. 
 
3.6.4 Análise de ácidos graxos por HPLC 
 
 Após extração lipídica, saponificação dos extratos e derivatização dos ácidos 
graxos obtidos, as amostras foram injetadas em um sistema HPLC – Varian modelo LC-
10A e detector de fluorescência (325 nm de excitação e 395 nm de emissão). A coluna 
analítica utilizada para a separação dos ácidos graxos derivatizados foi C-8 de fase 
reversa (25 cm × 4,6 mm i.d., 5 µm de partícula), com um fluxo de 1mL/min de 






3.7 Avaliação de células tumorais 
 
3.7.1 Obtenção de células tumorais  
 
Os tumores foram obtidos de cirurgias de ressecção realizadas no Hospital 
Angelina Caron. As amostras cirúrgicas foram acondicionadas em recipientes contendo 
meio de cultura RPMI 1640 e antibiótico a 0,1 % (penicilina 10.000 U e estreptomicina 
10 mg/L). Após, em câmara de fluxo laminar, as amostras foram maceradas e 
submetidas à filtragem, de modo a obter uma solução de células. Em seguida, esta 
solução foi acondicionada em garrafas de cultivo, para a adesão de macrófagos.   Após 
1 hora, a amostra foi centrifugada (153 g por 7 minutos) e adicionou-se solução de 
hemólise. Em seguida, as amostras foram lavadas com PBS e ressuspendidas em meio 
de cultivo RPMI 1640, com soro fetal bovino a 10% e antibiótico. Procedeu-se a 
contagem em câmara de Neubauer, para a determinação do número de células.  
 
3.7.2 Complexação do óleo de peixe à albumina 
 
O óleo de peixe foi complexado a albumina sérica bovina (BSA) a 2% em meio 
RPMI-1640 filtrada (2 µm) sob condições estéreis por um período de 24 horas na 
proporção de 1:10. Após este período, as gotículas de gordura não complexadas foram 
retiradas com auxílio de pipeta tipo Pasteur e a solução armazenada em geladeira. 
 
3.7.3  Cultivo das células  
 
Células tumorais, 2 x 105 células por poço, foram cultivadas em meio de cultura 
RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino, contendo 0,1% de antibióticos 
(penicilina 10.000 U e estreptomicina 10 mg/L) e 20 µL solução (2-14C)- timidina (0,02 
µCi/poço) em placas de 96 poços (volume final de 200 µL), a 37 ºC em atmosfera de 
95% ar / 05% CO2, por 24 horas. As células foram cultivadas na ausência (BSA 2% ou 
meio RPMI) ou presença de 25 µL de óleo de peixe-BSA complexado. Após 24 horas, 
as células tumorais foram coletadas automaticamente em coletor múltiplo (Skatron 
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Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro nº 11731 (Skatron Combi - UK). 
Neste processo não há necessidade de processos extrativos preparatórios para 
obtenção de DNA celular. Os discos de papéis contendo a radioatividade incorporada 
no DNA foram transferidos para tubos contendo 1 mL de líquido de cintilação 
(ECOLUME-ICN) e mensurados em contador Beckman LS 6500. Os resultados foram 
expressos em contagens por minuto (cpm). 
 
3.7.4 Peroxidação lipídica 
 
Foram cultivadas 2x106 células por poço em meio de cultura RPMI-1640 
enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 0,1% de antibióticos (penicilina 10.000 U e 
estreptomicina 10 mg/L), em placas de 6 poços (volume final de 4 mL), a 37º C em 
atmosfera de 95% ar / 05% CO2, por 24 horas. As células foram cultivadas com óleo de 
peixe-BSA complexado ou veículo (BSA 2%) ou meio RPMI contendo SFB e antibiótico. 
Utilizou-se 1 mL de células (1x106 células/mL), adicionado de 2,5 mL de meio de cultura 
RPMI contendo SFB e antibiótico e 500 µL de óleo de peixe BSA complexado ou de 
BSA 2% ou de meio. Após 24 horas, as células foram coletadas das placas e 
transferidas para tubos de 15 mL, os quais foram centrifugados a 340 g por 7 minutos. 
O sobrenadante foi descartado e as células lavadas com tampão fosfato salina (PBS). 
O sedimentado foi ressuspenso em 5 volumes de PBS e congelado para posterior 
análise. A taxa de peroxidação lipídica foi mensurada pelo método descrito por 
NOUROOZ-ZADEH et al., 1994. Para cada amostra, alíquotas de 90 µL do 
sobrenadante foram postas em 6 tubos eppendorf. A três destes tubos foram 
adicionados 10 µL de solução metanólica de trifenilfosfina (TPP, Sigma) 10 mM, para 
ocorrer à redução seletiva de hidroperóxidos (os grupamentos hidroperóxidos, 
especificamente os presentes em lipídios, são convertidos a grupamentos hidroxila pela 
trifenilfosfina) (FIGURA 7). As amostras contidas nos três tubos restantes receberam 
apenas 10 µL de metanol. Todos os tubos foram agitados vigorosamente e então 





    TPP 
L – OOH  L – OH  
(Hidroperóxido lipídico)  (Hidróxido lipídico) 
 
FIGURA 7: Representação simplificada da redução de hidroperóxidos lipídicos 
pela trifenilfosfina (TPP). 
  
Terminada a incubação, adicionou-se a cada tubo 900 µL do reagente de FOX2. 
Este reagente deve ser preparado no momento do uso, consistindo de xilenol laranja 
100 mM, hidroxitolueno butilado (BHT) 4 mM, ácido sulfúrico 25 mM e sulfato ferroso de 
amônio 250 µM, em metanol 90% (v:v em água). Após agitação, com o meio reacional 
foi incubado a temperatura ambiente por mais 30 minutos. Nesta etapa, os cátions 
ferrosos (Fe2+) do reativo de FOX2 são oxidados pelos hidroperóxidos presentes na 
amostra  (tanto pelos hidroperóxidos lipídicos quanto por outros tipos de hidroperóxidos 
presentes na amostra). Como todos os hidroperóxidos lipídicos das amostras tratadas 
com TPP foram reduzidos, a produção de Fe2+ será menor nestas amostras do que nas 
amostras não tratadas com TPP.   
X – OOH                   X – O· + OH- 
 
                             Fe2+                    Fe3+ 
 
FIGURA 8: Oxidação de Fe2+ promovida por hidroperóxidos (X – OOH). 
  
O Fe3+ formado então pelo xilenol laranja, faz a cor deste indicador passar de 
laranja a azul-púrpura. Passado o tempo de incubação, a absorbância foi mensurada a 
560 nm. Subtraiu-se o valor da absorbância das amostras tratadas com TPP (sem 
hidroperóxidos lipídicos) do valor da absorbância sem TPP. O valor obtido por essa 
subtração, referente apenas à quantidade de ferro oxidado por hidroperóxidos lipídicos, 
foi utilizado na fórmula da curva padrão de peróxidos de hidrogênio, obtida com 
soluções padrão de diferentes concentrações (100; 50; 25; 12,5; 6,2; 3,1 e 1,6 µM) 
submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para dosagem de 
hidroperóxidos (com exceção ao tratamento com TPP). O resultado obtido foi referente 
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à concentração de hidroperóxidos lipídicos. Dividiu-se o valor da concentração de 
proteínas (mensurada pelo método de BRADFORD, 1976) totais do extrato metanólico. 
Os resultados foram expressos em µmol/mg de proteínas.  
 
3.7.5 Determinação da apoptose por citometria de fluxo 
 
Foram cultivadas 1x106 células tumorais por poço, em meio de cultura RPMI- 
1640 enriquecido com SFB e antibióticos, com óleo de peixe-BSA complexado ou 
veículo (BSA 2%) ou meio RPMI, em placas de 6 poços (volume final de 4 mL), como 
descrito acima. Após 24 h, as células foram coletadas das placas e transferidas para 
tubos de 15 mL, os quais foram centrifugados a 1200 rpm por 7 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e as células lavadas com tampão fosfato salina (PBS). O 
sedimentado foi ressuspenso em tampão de ligação contendo Hepes/NaOH 10 mM 
(pH7,4), NaCl 140 mM e CaCl2 2,5 mM. Colocou-se então 100 µL desta solução em um 
tubo próprio para utilização em citômetro e adicionou-se 5 µL de anexina V. As 
amostras foram agitadas e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, no 
escuro. Após este período, mais 400 µL de tampão de ligação foram adicionados e as 
amostras lidas em citômetro de fluxo. Os dados estão apresentados na forma de 
gráficos e foram analisados utilizando-se o programa WinMDI 2.8. 
 
 
3.7.6 Quantificação protéica 
 
A quantificação protéica foi feita pelo método de Bradford (1976). A concentração 
de proteínas das amostras foi calculada com base em curva padrão de proteína 








3.8 Análise Estatística 
 
Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média e foram 
submetidos à análise de variância de uma via (ANOVA) com pós teste de Tukey com 
significância para p < 0,05.  A significância de dois grupos diferentes foi determinada 
por teste t de Student. .As análises e os gráficos foram realizados com o auxílio do 
software GraphPad Prism (GraphPad Prism versão 5.0 para Windows, GraphPad 


























4. RESULTADOS SOBRE PARÂMETROS IMUNITÁRIOS E DE CAQUEXIA 
 
Os dados biométricos gerais dos pacientes sem suplementação e suplementados 
com 2 g/dia de óleo de peixe, ao final de 8 semanas estão apresentados nas TABELAS 
5 e 6, respectivamente. Não houve diferença significativa (p>0,05) nos pesos dos 
pacientes sem e suplementados com óleo de peixe, antes e ao final de 8 semanas.  
 
TABELA 5: Dados biométricos gerais dos pacientes não suplementados. 















01 61 Ni F Reto 77,0 79,0 2 
02 76 1,50 F Reto 73,0 74,5 1,5 
03 46 1,53 F Cólon 47,5 49,8 2,3 
04 78 Ni M Cólon 77,0 68,5 -8,5 
05 72 Ni M Reto 54,0 51,0 -3 
06 40 1,72 F Cólon 75,0 71,0 -4 
07 60 1,52 F Reto 58,0 55,0 -3 
08 60 1,69 M Reto 73,5 70,5 -3 
09 36 1,69 M Reto 72,0 71,5 -0,5 
10 40 1,70 M Cólon 64,5 62,3 -2,2 
11 39 1,63 F Cólon 69,5 71,0 1,5 
12 49 1,63 M Faringe 80,0 70,8 -9,2 
13 68 1,43 F Mama 64,0 65,0 1 
14 55 1,63 F Esôfago 51,5 42,0 -9,5 
15 56 1,75 M Linfoma 90,0 87,5 -2,5 
16 74 1,71 M Laringe 58,7 60,0 1,3 
17 41 1,59 F Útero 75,0 70,0 -5 
18 55 1,80 M Sem local. 113,0 110,0 -3 
19 38 1,60 M Estômago 48,0 45,0 -3 
± EPM 54,9±3,2    69,5±3,6 67,1±3,6  





TABELA 6: Dados biométricos gerais dos pacientes suplementados com 2 g/dia de óleo 


















01 64 1,75 M Linfoma 71,0 67,0 -4 
02 51 1,65 F Reto 51,0 63,0 12 
03 44 1,64 M Laringe 49,0 51,0 2 
04 54 1,67 M Esôfago 66,0 63,0 -3 
05 30 1,80 M Estômago 55,0 56,0 1 
06 50 1,74 M Faringe 55,0 53,0 -2 
07 63 1,59 F Mama 97,0 97,0 0 
08 54 1,60 F Útero 91,5 91,5 0 
09 68 1,69 M Estômago 64,0 65,0 1 
10 61 1,55 F Ovário 61,0 63,5 2,5 
11 49 1,52 F Cólon 53,0 56,5 3,5 
12 69 1,58 M Cólon 52,0 51,5 -0,5 
13 53 1,76 M Esôfago 58,0 52,5 -5,5 
14 69 1,78 M Reto 85,0 89,5 4,5 
15 65 1,66 M Reto 80,0 83,5 3,5 
16 42 1,76 M Cólon 53,5 61,5 8 
17 47 1,56 F Cólon 69,5 74,0 4,5 
18 41 1,83 M Reto 90,0 92,0 2 
19 48 1,58 F Reto 48,8 52,0 3,2 









Na FIGURA 9 está representado, em percentagem, a variação de massa 
corpórea dos pacientes não suplementados (NS) e suplementados ao final de 8 
semanas de todos os pacientes do estudo (38). Dos dezenove pacientes não 
suplementados, treze apresentaram redução de peso (68%) e seis ganharam peso 
(32%), não havendo nenhum paciente que mantivesse sua massa corpórea. Já na 
população suplementada, totalizando dezenove indivíduos, doze pacientes 
apresentaram ganho de peso (63%), dois mantiveram seus pesos (10,5%) e cinco 

























FIGURA 9: Percentagem (%) de pacientes que perderam (barra vermelha), ganharam 
(barra azul) ou mantiveram massa corpórea (barra preta), dos grupos sem 
suplementação (NS) e após 8 semanas de suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe 
(S). Os dados representam no grupo NS 13 e 6 pacientes que perderam e ganharam 
massa, respectivamente; e 5, 12 e 2 pacientes do grupo S que perderam, ganharam e 











Fagocitose de zimosan pelos neutrófilos obtidos do sangue dos pacientes no 
inicio do tratamento (T0 e T0 S), após 8 semanas sem (T8) e com suplementação com 
2 g/dia de óleo de peixe (T8 S). No grupo suplementado (T8 S) com óleo de peixe 
durante 8 semanas houve aumento na fagocitose de 1,14 vezes (p<0,05) em relação ao 
início do tratamento. No grupo sem suplementação (T8) houve redução da fagocitose 
de 1,5 vezes (p<0,001) quando comparado aos início do tratamento (T0). O tratamento 
com óleo de peixe (T8s) elevou a fagocitose em 1,87 vezes (p<0,0001) quando 
comparado ao não suplementado (T8). Os dados foram expressos em absorbância 





























FIGURA 10: Fagocitose de zimosan pelos neutrófilos obtidos dos pacientes no início 
(T0 e T0 S) e após dois meses sem (T8) e com suplementação (T8 S) com óleo de 
peixe. Os dados representam a média ± EPM de 19 pacientes por grupo, sendo que 
cada experimento foi realizado em octuplicada. 
 
* p<0,05 quando comparado ao início do tratamento quimioterápico (T0 e T0 S); 





Na FIGURA 11 observa-se a retenção de vermelho neutro em vesículas de 
secreção pelos neutrófilos obtidos do sangue dos pacientes no início do tratamento (T0 
e T0 S) e após 8 semanas sem (T8) ou com suplementação com 2 g/dia de óleo de 
peixe (T8 S). Os neutrófilos do grupo não suplementado (T8) apresentaram menor 
retenção de vermelho neutro que foi 1,4 vezes menor (p<0,05) quando comparada aos 
demais grupos, T0, T0 S e T8 S. Os dados foram expressos em absorbância (abs)/106 
cel.mL-1. 

























FIGURA 11: Retenção de vermelho neutro em vesículas de secreção dos pacientes 
antes do inicio do tratamento quimioterápico (T0 e T0 S), dois meses após o tratamento 
quimioterápico sem suplementação (T8) e suplementados (T8 S). Os dados 
representam a média ± EPM de 19 pacientes em cada grupo, sendo que cada 
experimento foi realizado em octuplicada. 
 






A produção do ânion superóxido (O2¯ ) pelos neutrófilos dos pacientes está 
representada na FIGURA 12. No grupo sem suplementação (T8) a produção não foi 
diferente daquela observada no início do tratamento (T0 e T8 S). No grupo 
suplementado (T8 S) houve aumento de 1,3 vezes da produção de O2¯  quando se 
comparada à dos pacientes no início do tratamento (T0 e T0 S) e de 1,1 vezes quando 
comparada à dos pacientes sem suplementação (T8). Os dados foram expressos em 




























FIGURA 12: Produção do ânion superóxido por neutrófilos dos pacientes antes do inicio 
do tratamento quimioterápico (T0 e T0 S), dois meses após o tratamento quimioterápico 
sem suplementação (T8) e suplementados (T8 S). Os dados representam a média ± 
EPM de 19 pacientes por grupo, sendo que cada experimento foi realizado em 
octuplicada. 
 
* p<0,05 quando comparado a antes do tratamento quimioterápico (T0 e T0 S); 





A produção do peróxido de hidrogênio (H2O2), pelos neutrófilos obtidos dos 
pacientes, está apresentada na FIGURA 13. No grupo suplementado durante 8 
semanas com óleo de peixe (T8 S), a produção de H2O2 não foi diferente (p>0,05) 
quando comparada ao início do tratamento (T0 S).  Já no grupo não suplementado (T8) 
a produção de H2O2 foi 1,4 vezes menor quando comparada à dos pacientes no início 
do tratamento e após 8 semanas de tratamento (p<0,05). Os dados foram expressos 


























FIGURA 13: Produção do peróxido de hidrogênio (H2O2) por neutrófilos dos pacientes 
antes do inicio do tratamento quimioterápico (T0 e T0 S), dois meses após o tratamento 
quimioterápico sem suplementação (T8) e suplementados (T8 S). Os dados 
representam a média ± EPM de 19 pacientes por grupo, sendo que cada experimento 
foi realizado em octuplicada. 
 







A concentração dos ácidos graxos poliinsaturados eicosapentaenóico (EPA), 
docosaexaenóico (DHA) e araquidônico (AA), nos neutrófilos dos pacientes, 
representada em percentagem do total de ácidos graxos, está apresentada na FIGURA 
14.  No início da suplementação, a concentração de EPA-0, DHA-0 e AA-0 (%) foi de 
0,65, 0,27 e 6,43, respectivamente. Ao final de 8 semanas a concentração de EPA-8 e 
DHA-8 foi de 1,07 e 0,52, aumento de 1,6 e 1,9, respectivamente. Em contraste, a 
concentração de AA-8 foi de 5,15, redução de 1,25 vezes. Todos os incrementos e 
redução foram significativos (p<0,05) quando comparado ao início da suplementação. A 
análise do perfil lipídico dos neutrófilos foi realizada por cromatografia líquida de alta 








































FIGURA 14: Concentração dos ácidos graxos eicosapentaenóico (EPA) e 
docosaexaenóico (DHA) e ácido araquidônico (AA), em percentagem do total de ácidos 
graxos, nos neutrófilos de pacientes no início (-0) e após 8 semanas (-8) de 
suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe. Os dados representam a média ± EPM de 
10 pacientes. 
 
*p<0,05 quando comparado ao início da suplementação (zero). 
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 Na FIGURA 15 está representada a relação de ácidos graxos poliinsaturados 
(AGPI) eicosapentaenóico (EPA) e araquidônico (AA) nos neutrófilos. No inicio do 
tratamento quimioterápico (zero) e após 8 semanas de suplementação com 2 g/dia de 























FIGURA 15: Razão entre ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) araquidônico (AA) e 
eicosapentaenóico (EPA) em neutrófilos. Sendo zero o inicio do tratamento 
quimioterápico e 8 semanas de suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe. Os dados 













 Na FIGURA 16 observa-se a porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados 
(AGPI): eicosapentaenóico (EPA), docosaexaenóico (DHA) e araquidônico (AA).  No 
plasma dos pacientes antes da suplementação (zero) e após 8 semanas de 
suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe.  Quando se compara o inicio com o final 
da suplementação observa-se aumento de 3,2 vezes do EPA, 2,7 vezes do DHA e, 
redução de 2 vezes no AA. A análise do perfil lipídico do plasma foi realizada por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Os dados representam a media de ± 







































FIGURA 16: Porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) eicosapentaenóico 
(EPA) e docosaexaenóico (DHA) e ácido araquidônico (AA) no plasma de pacientes no 
inicio do tratamento quimioterápico (0) e suplementados por 8 semanas  (8) com 2 g/dia 
de óleo de peixe. Os dados representam a média ± EPM de 7 pacientes.  
 







 Na FIGURA 17 está representada a razão de ácidos graxos poliinsaturados 
(AGPI) araquidônico (AA) e eicosapentaenóico (EPA) no plasma. Sendo o inicio do 
tratamento quimioterápico (0) e após 8 semanas de suplementação (8) com 2 g/dia de 




















FIGURA 17: Relação entre ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) araquidônico (AA) e 
eicosapentaenóico (EPA) no plasma. Sendo zero o inicio do tratamento quimioterápico 
e 8 representando 8 semanas de suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe. Os 














 Na FIGURA 18 observa-se a porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados 
(AGPI): eicosapentaenóico (EPA), docosaexaenóico (DHA) e araquidônico (AA).  No 
plasma dos pacientes antes da suplementação (zero) e após 8 semanas.  Não se 
observou alterações significativas (p>0,05) nas concentrações de AGPI no plasma 
destes indivíduos.  A análise do perfil lipídico do plasma foi realizada por cromatografia 




































FIGURA 18: Porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) eicosapentaenóico 
(EPA) e docosaexaenóico (DHA) e ácido araquidônico (AA) no plasma de pacientes no 
inicio do tratamento quimioterápico (0) e após 8 semanas  (8). Os dados representam a 











Composição lipídica (%) contida nas cápsulas de óleo de peixe consumidas 
pelos pacientes durante as 8 semanas TABELA 7. A concentração de EPA e DHA foi 
encontrada em maior concentração, 20,2 e 18,8 %, respectivamente. O total de ácidos 
graxos saturados correspondeu a 40,6% e a 59,4 representando o total de ácidos 
graxos poliinsaturados. Da família ômega-3 encontramos 39,7%; de ômega-6 foi de 
2,9%; de ômega-7 foi de 6,5% e ômega-9 foi de 10,2%. 
 
TABELA 7: Composição das cápsulas de óleo de peixe utilizado na suplementação dos 
pacientes. Os dados representam a media ± EPM de 4 amostras. 
 
Ácido graxo Óleo de peixe (%) 
Láurico (12:0) 3,4±0,7 
Mirístico (14:0) 9,8±0,4 
Palmítico(16:0) 25,3±3,0 
Esteárico (18:0) 2,1±0,1 
Palmitoléico (16:1 n-7) 6,5±0,1 
Oléico (18:1 n-9) 10,2±0,9 
Linoléico (18:2 n-6) 2,0±0,2 
Linolênico(18:3 n-3) 0,7±0,2 
Araquidônico(20:4 n-6) 0,9±0,2 
EPA (22:5 n-3) 20,2±1,3 











A concentração de colesterol plasmático (mg/dL) dos pacientes antes (T0 e T0 
S) e após 8 semanas sem (T8) e com suplementação (T8 S) com 2 g/dia de óleo de 
peixe está apresentada na FIGURA 19.  No início da quimioterapia antineoplásica no 
grupo (0), a concentração de colesterol nos pacientes foi de 162,4 ± 14,5. Após oito  
semanas sem suplementação (T8), a colesterolemia elevou-se no plasma destes 
pacientes para 196,3 ± 10,2, contudo não foi significativa (p>0,05). Nos pacientes 
suplementados com óleo de peixe (T8 S), a colesterolemia foi de 154,4 ± 9,5. Esta 
quando comparada à dos pacientes no início da suplementação (T0) não foi diferente 
significativamente, contudo foi 1,2 vezes menor (p<0,05) quando comparada à dos 


































FIGURA 19: Colesterolemia (mg/dL) dos pacientes antes (0) e após dois meses sem 
(T8) e com suplementação com 2g/dia de óleo de peixe (T8S). Os dados representam à 
média ± EPM de 19 pacientes, onde cada experimento foi realizado em duplicata. 
 





A concentração de triacilglicerol (mg/dL) no plasma dos pacientes antes (T0 e 
T0 S) e após 8 semanas sem (T8) e com suplementação (T8S) com 2 g/dia de óleo de 
peixe está apresentada na FIGURA 20.  No início do tratamento antineoplásico (T0), a 
concentração de triacilglicerol nos pacientes foi de 144,6 ± 19,6. Após oito semanas 
sem suplementação (T8), a triacilglicerolemia elevou-se no plasma destes pacientes 
para 170,7 ± 12,2, contudo não foi significativa (p>0,05). Nos pacientes suplementados 
com óleo de peixe (T8S), a triacilglicerolemia foi de 131,3 ± 10,4. Esta quando 
comparada à dos pacientes no início da suplementação (T0S) 134,4 ± 12,8 não foi 
diferente significativamente, contudo foi 1,3 vezes menor (p<0,05) quando comparada à 






























FIGURA 20: Triacilglicerolemia (mg/dL) dos pacientes antes do inicio do tratamento 
quimioterápico (T0 e T0S), dois meses após o tratamento quimioterápico sem 
suplementação (T8) e, suplementados com 2g/dia de óleo de peixe (T8S). Os dados 
representam a média ± EPM de 19 pacientes, sendo que cada experimento foi realizado 
em duplicata. 
 




A concentração de colesterol-HDL (mg/dL) no plasma dos pacientes antes (T0 e 
T0 S) e após 8 semanas sem (T8) e com suplementação (T8S) com 2 g/dia de óleo de 
peixe está apresentada na FIGURA 21.  No início da quimioterapia (T0), a concentração 
de HDL-colesterol nos pacientes foi de 35,2 ± 4,7. Após oito (8) semanas sem 
suplementação (T8), a HDL-colesterolemia destes pacientes foi de 33,9 ± 5,2, a qual 
não foi diferente (p>0,05) da obtida no tempo zero (0). Nos pacientes suplementados 
com óleo de peixe no início da suplementação (T0 S) a concentração de HDL foi 30,6 ± 
3,2 e após oito semanas (T8S), a HDL-colesterolemia foi de 44,5 ± 4,5 que 































FIGURA 21: Colesterol HDL (mg/dL) dos pacientes antes do inicio do tratamento 
quimioterápico (T0 e T0 S), dois meses após o tratamento quimioterápico sem 
suplementação (T8) e, suplementados (T8 S) com 2g/dia de óleo de peixe. Os dados 
representam a média ± EPM de 19 pacientes, sendo que cada experimento foi realizado 
em duplicata. 
 





A concentração de colesterol-LDL (mg/dL) no plasma dos pacientes antes (T0 e 
T0 S) e após 8 semanas sem (T8) e com suplementação (T8 S) com 2 g/dia de óleo de 
peixe está apresentada na FIGURA 22.  No início do tratamento antineoplásico  (T0), a 
concentração de LDL-colesterol nos pacientes foi de 105,8 ± 11,2. Após oito semanas 
sem suplementação (T8), a LDL-colesterolemia destes pacientes foi de 127,0 ± 10,7 a 
qual não foi diferente (p>0,05) da obtida no tempo zero (T0). Nos pacientes 
suplementados com óleo de peixe no período T0 S a concentração de LDL foi de 109,6 
± 7,1 e no grupo T8S, a LDL-colesterolemia foi de 96,3 ± 29,9 que correspondeu a uma 


































FIGURA 22: Colesterol LDL (mg/dL) dos pacientes antes do inicio do tratamento 
quimioterápico (T0 e T0S), dois meses após o tratamento quimioterápico sem 
suplementação (T8) e, suplementados com 2g/dia de óleo de peixe (T8S). Os dados 
representam a média ± EPM de 19 pacientes, sendo que cada experimento foi realizado 
em duplicata. 
 
*p<0,05 quando comparado a T8. 
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A concentração de colesterol VLDL (mg/dL) no plasma dos pacientes antes (T0 
e T0S) e após 8 semanas sem (T8) e com suplementação (T8s) com 2 g/dia de óleo de 
peixe está apresentada na FIGURA 23.  No início da suplementação (T0), a 
concentração de VLDL-colesterol no plasma dos pacientes foi de 29,1 ± 4,6. Após oito 
semanas sem suplementação (T8), a VLDL-colesterolemia destes pacientes elevou-se 
para 35,8 ± 3,2, mas não foi diferente (p>0,05) da obtida no tempo zero. Nos pacientes 
suplementados com óleo de peixe no início da suplementação (T0S) a concentração de 
VLDL foi de 26,1± 2,6 e após oito semanas (T8S), a VLDL-colesterolemia foi de 25,0 ± 
1,3 que correspondeu a uma redução de 1,4 vezes quando comparada à dos pacientes 



































FIGURA 23: Colesterol VLDL (mg/dL) dos pacientes antes do inicio do tratamento 
quimioterápico (T0 e T0S), dois meses após o tratamento quimioterápico sem 
suplementação (T8) e, suplementados com 2g/dia de óleo de peixe (T8S). Os dados 
representam a média ± EPM de 19 pacientes, sendo que cada experimento foi realizado 
em duplicata. 
 





Na FIGURA 24 está apresentada a lactatemia (mmol/L) dos pacientes no início 
da suplementação (T0 e T0S) e após oito semanas sem (T8) e com suplementação 
com 2 g/dia de óleo de peixe (T8S).  No tempo zero (T0) a concentração de lactato 
plasmático dos pacientes foi de 1,8 ± 0,07. Após oito semanas o grupo não 
suplementado (T8) apresentou lactatemia de 1,74 ± 0,12, a qual não foi diferente 
(p>0,05) quando comparada à dos pacientes no início da suplementação (T0). Os 
pacientes suplementados com óleo de peixe durante oito semanas apresentaram 
lactatemia ao final deste período de 1,39 ± 0,08, o qual foi 1,2 vezes menor quando 
comparada à dos pacientes que não foram suplementados bem como ao início da 




























FIGURA 24: Lactatemia (mmol/mL) dos pacientes antes do inicio do tratamento 
quimioterápico (T0 e T0S), dois meses após o tratamento quimioterápico sem 
suplementação (T8) e, suplementados com 2g/dia de óleo de peixe (T8S). Os dados 
representam a média ± EPM de 14 pacientes, sendo que cada experimento foi realizado 
em duplicata. 
 




Na FIGURA 25 está o número de neutrófilos (106/mL) encontrados no sangue 
dos pacientes no inicio da suplementação (T0 e T0S) e após 8 semanas sem (T8) e 
com suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe (T8S).  No tempo zero (início da 
suplementação) o número de neutrófilos foi de 8,7 ± 1,17.  Após 8 semanas, no grupo 
não suplementado houve redução do número de neutrófilos para 6,05 ± 0,79, contudo 
não foi significativa (p>0,05) quando comparada ao tempo zero (0). A suplementação 
com óleo de peixe elevou o número de neutrófilos nos pacientes para 9,59 ± 1,36, a 
qual foi 1,6 vezes maior quando comparado ao dos pacientes não suplementados (T8) 
(p<0,05), entretanto não foi maior quando comparado ao início da suplementação (T0 e 

























FIGURA 25: Número de neutrófilos (106 mL) dos pacientes antes do inicio do 
tratamento quimioterápico (T0 e T0 S), dois meses após o tratamento quimioterápico 
sem suplementação (T8) e, suplementados com 2g/dia de óleo de peixe (T8 S). Os 
dados representam a média ± EPM de 13 pacientes, sendo que cada experimento foi 
realizado em duplicata. 
 





A FIGURA 26 mostra o número de linfócitos (106 cel/mL) dos pacientes no inicio 
do tratamento quimioterápico (T0 e T0S), após 8 semanas de tratamento quimioterápico 
sem suplementação (T8) e, suplementados com 2 g/dia de óleo de peixe (T8 S).  Não 
























FIGURA 26: Número de linfócitos (106 mL) dos pacientes antes do inicio do tratamento 
quimioterápico (T0 e T0S), dois meses após o tratamento quimioterápico sem 
suplementação (T8) e, suplementados com 2g/dia de óleo de peixe (T8 S). Os dados 












4 DISCUSSÃO SOBRE PARÂMETROS IMUNITÁRIOS E DE CAQUEXIA 
 
Ácidos graxos poliinsaturados da família n-6 e n-3 constituem um grupo de 
nutrientes importantes para manter a homeostase em mamíferos e também são 
conhecidos como ácidos graxos essenciais, porque nosso corpo não consegue 
sintetizá-los (PESKIN & CARTER, 2008).  Dietas ricas em AGPI n-3 têm efeitos em 
diversos processos fisiológicos, atuando em doenças crônicas, na regulação da 
lipidemia, em doenças cardiovasculares, no desenvolvimento neuronal, na modulação 
do sistema imunitário e no câncer (JUMP, 2002; BIONDO et al., 2008). Os mecanismos 
moleculares de ação dos AGPI n-3 ainda não estão totalmente esclarecidos, porém 
algumas hipóteses tem sido aventadas de como poderiam atuar. Uma seria na 
modulação da membrana já que AGPI ao se incorporarem a esta poderia alterar a 
função celular. Dietas ricas, em AGPI do tipo n-3, são incorporadas as membranas em 
todas as células do corpo, que como conseqüência afetaria as interações 
proteínas/lipídios na organização da membrana (FIGURA 27), levando a modificação da 
pressão lateral, microviscosidade, curvatura, elasticidade e formação de microdomínios 
e assim afetando as funções protéicas (FELLER et al., 2002; STILLWELL & WASSALL, 
2003; WASSAL & STILLWELL, 2008). Outra seria no metabolismo de eicosanóides: 
estes são lipídios compostos por 20 carbonos e são mediadores de inflamação. O 
principal precursor dos eicosanóides é o acido araquidônico (AA). Este é clivado pela 
enzima fosfolipase A2 e serve como substrato para a ciclooxigenase (COX) e a 
lipooxigenase (LOX), as quais produzem citocinas pró-inflamatórias. A ação anti 
inflamatória dos AGPI n-3 é pela competição do EPA (20:5 n-3) com o AA (20:4 n-6) 
pela COX e LOX, originando citocinas com menor potencial inflamatório ou mesmo 
gerar eicosanóides anti inflamatórios (SACKS & CAMPOS, 2006; SERHAN et al.,2008). 
Finalmente, na expressão de genes: os AGPI n-3 podem atuar diretamente em 
receptores nucleares ou nas vias de sinalização. Os AGPI podem modificar diretamente 
a transcrição gênica ou interagir com proteínas ligantes do elemento regulatório esterol, 
receptor X do fígado ou com o receptor ativador de proliferação de peroxissomos 





FIGURA 27: Esquema da incorporação de AGPI n-3, na membrana plasmática. Sendo 
EM = esfingomielina. Adptado de WASSAL & STILLWELL, 2008. 
 
Os AGPI n-3 tem ação sistêmica e aqui procuramos identificar quais efeitos a 
suplementação com óleo de peixe rico, em AGPI n-3, teria nos neutrófilos, na lipidemia, 
na lactatemia e na massa de pacientes submetidos à quimioterapia para o tratamento 
do câncer. Existem poucos estudos clínicos nesta área e, a suplementação com AGPI 
n-3 melhora a eficácia das drogas usadas no tratamento quimioterápico em animais de 
experimentação (HARDMAN, 2004 e BIONDO et al., 2008). Em nosso estudo 
participaram 38 pacientes todos sendo submetidos a tratamento quimioterápico 
anticâncer, em que um grupo recebeu suplementação de 2 g/dia de óleo de peixe 
durante oito semanas (TABELA 6) e outro que não recebeu suplementação (TABELA 
5). As características gerais destes grupos são semelhantes, onde os pacientes sem 
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suplementação constituíram o grupo controle. Uma característica bastante comum nos 
pacientes em tratamento de câncer é a perda de massa corpórea (GUIMARÃES et al., 
2002). Nossos pacientes tiveram preservação da massa corpórea durante o período 
experimental. Porém, uma análise compartimentalizada dos dados, do grupo 
suplementado, permitiu concluir que destes 19 pacientes, 12 pacientes apresentaram 
ganho de peso, dois mantiveram e cinco perderam peso (FIGURA 9). Este achado pode 
ser explicado pela ação anti caquética do óleo de peixe e não devido à ingestão de 
gordura (TOGNI et al., 2003; PIZATO et al., 2005; WIGMORE  et al., 1996 e por LLOYD 
et al., 2008). FEARON, et al., 2003, suplementaram pacientes portadores de câncer de 
pâncreas, em fase avançada e não ressectáveis, com uma dieta contendo 200 mg de 
EPA. Mostraram uma estabilização do peso dos pacientes, em comparação ao grupo 
controle.  Já nos pacientes não suplementados também não foi observado alteração da 
massa corpórea contudos dos 19 pacientes, 13 pacientes perderam massa e apenas 6 
ganharam massa (FIGURA 9).  
Vários trabalhos tem mostrado que os AGPI n-3 tem a habilidade de modificar o 
sistema imunitário inato e adaptativo (BONATTO, 2004, CALDER et al., 2002; CALDER 
2001). Dentre os diferentes processos de defesa utilizados pelos neutrófilos estão a 
fagocitose, desgranulação e a produção de espécies reativas do oxigênio (ROS) 
(WELCH, et al., 1996; KAUR, et al., 2004). A fagocitose é o processo de 
reconhecimento e englobamento de microorganismos ou resíduos de tecidos, ≥ 0,5 µm 
de diâmetro (YEUNG et al., 2006), que se acumulam durante uma infecção (FIGURA 
28). Ainda, participam da remodelagem dos tecidos e na remoção de células 
senescentes (ADEREM & UNDERHILL, 1999; NIEDERGANG & CHAVRIER, 2004). 
Este processo se inicia com o reconhecimento do ligante a estrutura a ser fagocitada 
(KIM, et al., 2003; STUART & EZEKOWITZ, 2008).  Durante a endocitose ocorre a 
formação de um vacúolo, o fagossomo, geralmente, formado pela invaginação da 




FIGURA 28: Processo de fagocitose, adaptado de RITTIG, et al., 1999. 
 
A atividade fagocitária pelos neutrófilos obtidos dos pacientes suplementados 
com 2 g/dia de óleo de peixe, ao final de oito semanas, foi maior que à observada antes 
da suplementação e também à dos pacientes sem suplementação (FIGURA 10). Várias 
proteínas estão envolvidas no processo de fagocitose, como por exemplo as proteínas 
tirosina quinases (WELCH et al., 1996), bem como lipídios da membrana (GAGNON et 
al., 2002). Estudos utilizando membranas celulares, realizados na década 1980, 
levaram a descoberta do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P2) o qual era 
hidrolisado pela fosfolipase C (PLC) formando diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-
trifosfato (Ins(1,4,5)P3). Paralelamente, sob a ação de enzimas, outros lipídios são 
liberados como o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3), sinalizador que 
regula o crescimento celular, proliferação e motilidade (WYMANN & SCHNEITER, 
2008). Ambos identificados como segundo mensageiros para a ativação da proteína 
quinase C (PKC) e posterior liberação de Ca2+ das reservas celulares. Portanto, como a 
ingestão de AGPI n-3 ou outro ácido graxo, leva a modificações no perfil lipídico nas 
membranas dos neutrófilos, podem alterar as respostas dos mesmos. Outra hipótese é 
levantada por YEUNG et al., 2006, é que os receptores para fagocitose ficariam nos 
microdomínios de membrana, rafts, locais ricos em moléculas de colesterol, e como os 
AGPI n-3, presentes em grandes quantidades no óleo de peixe, deixam a membrana 
mais fluida, poderia haver alterações na atividade fagocitária.  
Após a endocitose de substâncias, ocorre a formação do fagossomo, onde o 
patógeno será destruído, pela ação de enzimas lisossomais e das ROS. Os lisossomos 
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são organelas citoplasmáticas que contém grande quantidade de enzimas hidrolíticas 
(SZWEDA, et al., 2002).  Existem poucas informações sobre AGPI n-3 e vesículas de 
secreção (YEUNG et al., 2006). Para estudarmos o sistema lisossomal, analisou-se a 
incorporação de vermelho neutro nas vesículas secretoras (FIGURA 11). Os pacientes 
sem suplementação tiveram redução de, aproximadamente, 1,5 vezes em relação aos 
pacientes no inicio da suplementação e aos pacientes suplementados. Já os com 
suplementação, a captação de vermelho neutro está em concordância com os da 
atividade fagocitária, pois demonstram que além dos neutrófilos dos indivíduos 
suplementados terem maior atividade fagocitária também, conseguem processar o 
material englobado. Este fato talvez possa ser explicado pela capacidade dos AGPI 
modificarem a estrutura da membrana do complexo golgiense e assim alterar a fase de 
separação entre esfingolipídios e colesterol em que regiões ricas em AGPI podem 
alterar a produção das vesículas de secreção ou alterar seu transporte para a 
membrana plasmática (SHAIKH & EDIDIN, 2008).  
O fagossomo representa um espaço protegido que compartimentaliza ambos, o 
micróbio e o fagócito, dos produtos citotóxicos que podem causar injúrias a este 
(MORAES, 2003). Após a formação do fagossomos ocorre à produção das ROS, que 
são essenciais para a morte do patógeno e iniciação da morte celular programada, 
apoptose (SCHÖNFELD & WOJTCZAK, 2008). De acordo com estimativas, cerca de 
1% do oxigênio absorvido pelos tecidos de mamíferos é convertido em espécies 
reativas do oxigênio, entre elas temos o ânion superóxido (O2
¯ ) e o peróxido de 
hidrogênio (H2O2). (MANTOVANI et al., 2008). Mudanças no redox celular são mais 
exploradas na cardiologia do que na oncologia. Porém, esses eventos são 
fundamentais na carcinogênese. Inicialmente os radicais livres originados do estresse 
oxidativo, promovem danos ao DNA celular, então mudanças no redox celular podem 
ser usadas nas terapias usadas no tratamento do câncer.  
O redox celular pode ser entendido basicamente como redução e oxidação de 
átomos, moléculas ou íons. Ou seja, ocorre transferência de elétrons, sendo que o 
evento mais marcante desse processo é a formação das ROS (FREIN, et al., 2005). Por 
anos assumiu-se que os radicais livres eram prejudiciais para as células. Em baixas 
concentrações eles protegem as células, em altas concentrações eles podem danificar 
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muitas moléculas biológicas, como o DNA, proteínas e lipídios (RIGAS & SUN, 2008).  
Já está bem estabelecido que neutrófilos sintetizam e liberam radical superóxido pela 
ativação da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase em resposta a 
uma grande quantidade de estímulos através de mecanismos diferentes por sinais de 
transdução (VÁSQUEZ, et al., 2004).  
 
FIGURA 29: Complexo NADPH oxidase com sítios de interação com os AGPI. A 
abreviatura phox é usada como padrão para a enzima oxidase fagocítica. Adaptado de 
SCHÖNFELD & WOJTCZAK, 2008. 
 
A NADPH oxidase, em neutrófilos, corresponde a um complexo enzimático, 
composta por duas subunidades de membrana, p22 phox e gp91 phox, e três 
componentes citossólicos, p47 phox, p40 phox e p67 phox.  Sendo que as subunidades da 
membrana constituem uma flavo-heme proteína denominada de citocromo b558 
(FIGURA 29).  Quando o neutrófilo é estimulado ocorre a fosforilação dos resíduos de 
serina ou treonina da p47 phox que então migram para a membrana e se associam com o 
citocromo b558. A enzima então transfere elétrons do seu substrato, o NADPH, para o 
oxigênio utilizando os grupamentos carreadores de elétrons a flavina e o grupo heme 
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(CURI et al., 2002; GONZALEZ et al., 2007). A NADPH oxidase pode ser ativada por 
mecanismos dependentes e independentes de receptor. Entre os agentes independente 
de receptor temos os AGPI como o oléico e araquidônico (LEAVER et al.,1996; 
SCHÖNFELD & WOJTCZAK, 2008). 
As mudanças na composição dos ácidos graxos da membrana têm grande 
importância porque essas alterações da membrana alteram, por exemplo, a sua fluidez 
podendo levar a alterações na produção de ROS (TEITELBAUM & WALKER, 2001). O 
perfil lipídico dos neutrófilos dos pacientes suplementados (FIGURA 14) estava 
incrementado em EPA e DHA em aproximadamente 1,5 vezes e também ocorreu  
redução da concentração de AA de 1,2 vezes. Demonstrando assim, que houve 
incorporação de AGPI n-3 na membrana. PANCHAUD et al., 2006, também 
demonstraram a incorporação de EPA e DHA em neutrófilos. Resultados semelhantes, 
também, foram encontrados por CLEANLAND et al., 1992, quando indivíduos 
saudáveis receberam suplementação de 1,6 g/dia de EPA e 0,32 g/dia de DHA, durante 
4 semanas. Os AGPI têm demonstrado serem capazes de levar a maior produção do 
ânion superóxido, em neutrófilos humanos, e induzir a mudanças morfológicas, como as 
evaginações, que podem facilitar a maior produção de vesículas endocíticas e o 
processo de fagocitose (VÁSQUEZ, et al., 2004).  Esta afirmação é corroborada por 
nosso estudo, pois os indivíduos suplementados com óleo de peixe aumentaram em 1,3 
vezes a produção de O2
¯  (FIGURA 12) em relação ao início da suplementação. Estudos 
de CHEN et al., 1994, demonstraram redução da produção de ânion superóxido por 
células polimorfonucleadas (PMN) de pessoas sadias tratadas com EPA e DHA in vitro.  
Já MAYER, et al, 2003, demonstraram aumento na produção de ROS em pacientes que 
receberam suplementação com AGPI n-3. LI et al., 1996, num estudo in vitro, 
encontraram aumento da produção de ânion superóxido quando trataram neutrófilos 
humanos, por 30 minutos, com Fator de Necrose Tumoral-TNF (100 U) e EPA 
(10µg/mL) ou DHA, na mesma concentração. Estas diferenças provavelmente são 
devidas aos diferentes protocolos experimentais. Quando um ânion superóxido reage 
com outro temos a formação de uma substância estável, o peróxido de hidrogênio 
(H2O2). Este foi reduzido em aproximadamente 1,4 vezes nos indivíduos sem 
suplementação ao final de 8 semanas, quando comparados com a produção obtida no 
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início do tratamento quimioterápico. Já os neutrófilos dos indivíduos suplementados 
com 2 g/dia de óleo de peixe, não apresentaram diferença significativa (p>0,05) em 
relação ao início da suplementação. CALDER, 2001, relatou que a ingestão de 0,27 a 
2,25 g/dia de EPA e DHA não altera a produção de ROS. Mas em alguns estudos, da 
década de 1990, foi mostrado que a ingestão diária de EPA (3,4 g) e DHA (8,6 g) 
diminui a produção de espécies reativas do oxigênio por neutrófilos e monócitos 
(FISHER et al., 1990; THOMPSON, et al., 1991; LUOSTARINEN, et al., 1992). Estes 
diferentes achados, controversos, podem ser explicados devido aos diferentes 
protocolos experimentais utilizados. 
De maneira geral, os neutrófilos obtidos dos indivíduos suplementados com 
óleo de peixe mantiveram perfil funcional similar ao observado no início da 
suplementação e em alguns casos foi observado incremento da resposta. A inflamação 
desempenha papel central na defesa do organismo contra patógenos, contudo caso ela 
não seja ordenada e extinta no tempo certo, pode se tornar crônica e contribuir para 
doenças como a artrite, doenças cardíacas, Alzheimer, entre outras (BALKWILL & 
COUSSENS, 2004). KOCH & HELLER, 2005, descreveram efeitos benéficos do óleo de 
peixe em peritonite e sépsis abdominal. Eles realizaram a suplementação, por cinco 
dias, com óleo de peixe via parenteral, e observaram que as concentrações de CRP 
(proteína C reativa - indicador de reação inflamatória) foram menores no grupo 
suplementado. Também foi relatado que aos pacientes foi administrado menor doses 
de antibióticos, permaneceram menos dias no hospital e tiveram menor necessidade de 
novas cirurgias. Em pacientes com câncer de cólon, suplementados via parenteral com 
emulsão de óleo de peixe (0,2 g/kg de peso corporal de AGPI n-3), pós cirurgia de 
ressecção, durante 7 dias, foi relatado redução da resposta inflamatória, o que foi 
benéfico ao paciente (LIANG et al., 2008).  
Ingestão de dietas ricas em AGPI n-3 diminuiu a mortalidade por doenças 
cardiovasculares (SURRETE, 2004). Isto tem sido atribuído a melhora endotelial, a 
redução da resposta inflamatória e triacilglicerolemia (STARK, 2008). A redução dos 
triacilgliceróis pode ser explicada pela competição entre os AGPI n-3 pela posição sn-2 
dos fosfolipídios (STARK, 2008). A molécula de triacilglicerol (TAG) é formada por uma 
molécula de glicerol com três ácidos graxos ligados ao glicerol. As concentrações 
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plasmáticas de triacilgliceróis (FIGURA 20) no nosso estudo, não apresentaram 
diferença significativa quando comparamos os indivíduos suplementados com 2 g/dia 
de óleo peixe em relação ao inicio da suplementação. Porém, nos indivíduos sem 
suplementação houve aumento de 1,3 vezes na concentração de TAG em relação ao 
grupo suplementado.  MOORE et al., 2006 relataram redução de 6,7% nos TAG em 
pessoas com sobrepeso que ingeriram duas porções de peixe (salmão, truta ou cavala) 
durante 3 meses. Dados mais expressivos foram obtidos por SCHIANO et al., 2008, que 
mostraram a redução de aproximadamente 37% dos triacilgliceróis no plasma de 
pacientes com doenças cardiovasculares que ingeriram 2 g/dia de óleo de peixe 
durante 3 meses. Porém, este grupo não encontrou modificação no perfil plasmático de 
lipoproteínas de alta densidade (HDL high density lipoprotein) e lipoproteínas de baixa 
densidade (LDL low density lipoprotein). Já no nosso estudo houve incremento da HDL, 
nos indivíduos suplementados, de 1,3 vezes em relação aos demais indivíduos 
estudados (FIGURA 21). Trabalhos de HARRIS, 1999; STERH & HELLER, 2006; 
MOORE et al., 2006; NAGAO & YANAGITA, 2008, também observaram aumento das 
concentrações de HDL em pacientes que recebem de 3 a 4 g/dia de óleo de peixe e 
este efeito foi atribuído ao aumento da lipólise e decréscimo da lipogênese, 
principalmente no fígado.   
O processo de digestão dos lipídios é muito complexo, tendo início no 
estômago, passando pelo intestino delgado, onde ocorre a digestão completa e a 
absorção (CURI et al., 2002). O colesterol é absorvido nos enterócitos do intestino 
delgado e é transformado de triacilgliceróis para quilomícrons, os quais são 
transportados até o fígado, onde são secretados pela lipoproteína de baixíssima 
densidade (VLDL very low density lipoprotein), as quais são processadas e 
transformadas em lipoproteína de baixa densidade (LDL), a qual é a principal proteína 
transportadora de colesterol para os tecidos (IKONEN, 2008).   Em nosso estudo as 
concentrações plasmáticas de LDL se mantiveram constantes nos pacientes 
suplementados em relação ao inicio da suplementação, mas foram aumentadas em 1,3 
vezes nos pacientes que não receberam suplementação (FIGURA 22). Resultados 
semelhantes foram encontrados nas concentrações plasmáticas de VLDL, as quais 
foram aumentadas em 1,4 vezes, nos pacientes não suplementados em relação aos 
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suplementados (FIGURA 23). LU, et al., 1999, mostraram redução de triacilgliceróis e 
VLDL colesterol. Relataram ainda que indivíduos suplementados com óleo de peixe (5 
g/dia) produziram menos triacilgliceróis e VLDL-colesterol. Estes resultados talvez 
possam ser explicados porque maior parte dos triacilgliceróis é transportada no plasma 
pelas VLDL (HODSON et al., 2008) e nesse caso, parece que a redução da substância 
a ser transportada também inibiu o transportador (VLDL). 
Quando os tecidos extra-hepáticos possuem excesso de colesterol ocorre um 
processo chamado transporte de colesterol reverso. Nesse transporte a lipoproteína de 
alta densidade (HDL) leva o colesterol para o fígado. Deste, o colesterol é secretado 
pela bile, como sais biliares ou como colesterol mesmo (HODSON et al., 2008). As 
principais fontes de colesterol são: a síntese de novo (~70%) e a dieta (~30%) 
(IKONEN, 2008). A colesterolemia total dos pacientes suplementados não foi alterada 
em relação ao inicio da suplementação, mas os indivíduos não suplementados tiveram 
incremento de 1,2 vezes na concentração plasmática de colesterol (FIGURA 19). 
SCHIANO et al., 2008, relataram redução de 1,2 vezes nas concentrações de colesterol 
total, em pacientes com doenças cardiovasculares que receberam 2 g/dia de óleo de 
peixe, por 3 meses. Estes resultados conflitantes podem ser explicados por diferenças 
em protocolos e, pelo fato de que estudos para mensurar lipídios são difíceis de 
conduzir. Isto porque as concentrações plasmáticas de lipídios são afetadas por vários 
fatores, como: tipo de dieta; uso de suplementos; polimorfismos genéticos de alongases 
e saturases; armazenamento da amostra; lipogênese; oxidação; estado nutricional de 
Fe, Zn e Mg, mudanças recentes na dieta, o hábito de fumar e atividades físicas além, 
de quimioterápicos anticâncer (ARAB, 2003; HODSON et al., 2008).  
Os mamíferos possuem dois mecanismos de controle do metabolismo, um atua 
de forma rápida e curta e outro que atua de forma lenta e longa. O controle rápido é 
conseguido com alterações de enzimas (ativação/desativação) ou por alterações da 
estabilidade de proteínas. Mais eficiente é o controle lento e de longa duração (horas ou 
dias) e, é a regulação transcricional. Realizada por dois tipos de receptores: ligantes 
hidrofílicos (diazepinas), ligando-se em receptores de superfície, ativando cascatas de 
segundos mensageiros que transmitem sinais para transcrição de fatores que controlam 
a expressão de genes; e ligantes hidrofóbicos (ácidos graxos, ácido retinóico, vitaminas 
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e hormônios) entram na célula e são transportados para o núcleo interagindo com 
receptores intracelulares e nucleares que servem como receptores de nutrientes. Estes 
ligantes hidrofóbicos atuam como moduladores de fatores de transcrição exercendo 
função regulatória diretamente nos genes. Receptores nucleares como os receptores 
ativadores de proliferação de peroxissomos (PPAR), fator nuclear de hepatócito 4 α 
(HFN4α), receptor da tireóide (T3R), receptores de glicorticóides (GR), receptor X do 
fígado (LXR), e receptor X do ácido retinóico (RXR) e outros regulam a transcrição de 
genes envolvidos no metabolismo de lipídios e carboidratos (DESVERGNE et al., 2004; 
SCHROEDER et al., 2008). Dietas ricas em gordura aumentam a expressão de genes 
ativados pelo PPAR-α, principalmente de proteínas ligantes de ácidos graxos do fígado 
e enzimas β-oxidativas.  Os PPARs (Peroxisome proliferator-activated receptors) são 
ligantes ativadores de receptores nucleares relacionados com a modulação de 
estímulos ambientais e da dieta. Eles se ligam a elementos responsivos-PPRE, e atuam 
em genes como o PPAR/receptor retinóide X. Possuem 3 isoformas: PPARα, PPARβ/δ 
e PPARγ. SPRECHER et al., 2007, demonstraram que agonista de PPARβ/δ, 
influenciou significativamente as concentrações plasmáticas de HDL-colesterol e 
triacilgliceróis, em voluntários saudáveis.  A ativação do HNF4α, efetuada por ácidos 
graxos saturados aumenta as concentrações plasmáticas de lipídios ricos em 
lipoproteínas (VLDL, LDL e HDL) e seus constituintes apolipoproteínas, enquanto que a 
dieta rica em AGPI diminui as concentrações de lipoproteínas e apolipoproteínas 
séricas. Estes AGPI podem regular a concentração de lipoproteínas pela modulação do 
HNF4-α, que transcreve genes que codificam apolipoproteínas, AI, AII, B e CIII 
(HAYHURST et al., 2001). O perfil lipídico plasmático dos pacientes suplementados 
com óleo de peixe (FIGURA 16) mostrou aumento dos AGPI n-3, EPA e DHA de 
aproximadamente 3 vezes, após 8 semanas de suplementação, com redução do AA de 
aproximadamente 2 vezes.  Dados semelhantes foram descritos por ANDRADE, et al., 
2007, que também observaram aumento das concentrações plasmáticas em nadadores 
de elite, na fase de pré-competição, que foram suplementados com 2,5 g/dia com óleo 
de peixe, durante 6 semanas. Nos indivíduos que não receberam suplementação as 
concentrações plasmáticas de EPA, DHA e AA se mantiveram constantes durante as 
oito semanas (FIGURA 18).  
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Os ácidos graxos têm múltiplos papéis na estrutura e na função celular. Eles 
podem ser esterificados em fosfolipídios, sendo fonte de energia e armazenado na 
forma de triacilglicerol (TAG); serem incorporados na membrana; funcionarem como 
moléculas sinalizadoras na forma de diacilglicerol (DAG) ou podem ser oxidados para a 
produção de ATP.  A composição de fosfolipídios é geralmente característica de cada 
tipo celular, mas pode variar conforme a idade, o ciclo celular, em respostas a 
estímulos, devido a alterações no ambiente ou na composição da dieta (GORJÃO et al., 
2006). Estas alterações podem resultar em modificações nas funções celulares sendo 
que estudos epidemiológicos indicam que o consumo elevado de gorduras saturadas 
pode levar ao aumento da incidência de tumores malignos de mama e cólon. Já dietas 
ricas em AGPI n-3 podem reduzir esse risco (STERH & HELLER, 2006).     
O câncer é caracterizado por inúmeras alterações genômicas e/ou 
epigenômicas que se acumulam nas células e, de alterações que podem modificar o 
estroma celular criando um microambiente favorável à proliferação celular (CHIN & 
GRAY, 2008). ZITVOGEL et al., 2006 descreveram sete fenômenos que determinam o 
câncer: as células de tumores malignos possuem auto-suficiência na produção de 
fatores de crescimento; ignoram sinais inibitórios de crescimento; evitam a morte 
celular; tem replicação sem limites; sustentam a angiogênese; invadem tecidos 
vizinhos, fazendo um fenômeno denominado metástase e, conseguem escapar da 
vigilância do sistema imunitário.  
A importância dos AGPI, nos processos carcinogênicos, foi confirmada por 
relatos que mostraram que as células tumorais têm mudanças nas suas composições 
lipídicas que favorecem sua proliferação (TROMBETTA et al., 2007). A primeira 
associação entre câncer e lipídios foi feita há mais de 25 anos e, a proteina C quinase 
(PKC) foi associada a esse fenômeno. Este fato foi em decorrência da PKC ser ativada 
por um lipídio, diacilglicerol (DAG) na presença da fosfatilserina como co-fator (GRINER 
& KAZANIETZ, 2007). Receptores associados à proteína G compreendem uma grande 
família de receptores da membrana celular que regulam inúmeras funções, incluindo 
proliferação celular, sobrevivência, motilidade, crescimento tumoral, angiogênese e 
metástase. Células malignas podem modificar as funções dos receptores associados a 
proteínas G e levar a proliferação de maneira autônoma; podem dificultar a 
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imunovigilância, aumentar o aporte de nutrientes e oxigênio, invadir os tecidos 
adjacentes ou disseminar-se para outros órgãos (DORMAM & GUTKIND, 2007).  
As terapias usadas no tratamento do câncer podem causar, geralmente, injúrias 
à medula óssea, podendo levar a neutropenia. Isto leva a uma redução nas doses dos 
quimioterápicos ou na radioterapia e, na maior vulnerabilidade dos pacientes a 
infecções (KAWAGISHI, et al,. 2001). Estudos têm demonstrado que a neutropenia 
persistente é um dos fatores que contribuem para o aparecimento de infecções, 
hospitalização e mortalidade em pacientes com câncer (CRIGHTON & PUPPIONE, 
2006). WONG et al., 2001, advogam que a dieta do paciente deve ser considerada, pois 
a má-nutrição contribui para a maior morbidade e mortalidade. Sendo assim, deve-se 
fazer uso de suplementos alimentares nesses indivíduos. Pacientes que receberam 
suplementação com 2g/dia de óleo de peixe, não apresentaram neutropenia (FIGURA 
25), porém, os indivíduos que não receberam suplementação tiveram redução de 1,6 
vezes em relação ao início do tratamento quimioterápico.  A habilidade de um tumor 
invadir e se metastisar depende de fatores intrínsecos e extrínsecos. Ou seja, de 
características das células tumorais e do meio onde ele está inserido. O fenótipo 
anormal de um tumor pode estimular o influxo de leucócitos inflamatórios nos tecidos 
vizinhos e estabelecer um quadro de destruição dos tecidos vizinhos (WASH et al., 
2005; MANTOVANI et al., 2008). Também se verifica neutrofilia acompanhada de 
linfopenia, nos quadros tumorais. No nosso estudo os pacientes não apresentaram 
linfopenia, em relação ao inicio do tratamento quimioterápico (FIGURA 26).  
Outro aspecto importante nos pacientes portadores de câncer é a síndrome da 
caquexia, caracterizada por um catabolismo exacerbado. Esta síndrome ocorre entre 
30-85% dos pacientes e contribui para a morbidade e mortalidade nos pacientes com 
neoplasias em estagio avançado (FEARON, et al., 2003). Dentre seus mediadores 
temos interleucinas, TNF, e hormônios, além de alterações no paladar que dificultam a 
ingestão de alimentos (ARGILÉS, 2005). Os pacientes com câncer podem sofrer, 
freqüentemente, com obstruções físicas no sistema digestório, dores, depressão, 
constipação, debilidade, má absorção dos nutrientes e os efeitos dos tratamentos com 
radioterapia e/ou quimioterapia podem também diminuir a ingestão de alimentos 
(BARBER, et al., 1999). Estudos sugerem que o uso de AGPI n-3 tem papel nutricional 
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e funciona como suporte nutricional em pacientes com câncer, pois permite estabilizar a 
perda de peso e em alguns casos o paciente pode até ganhar peso (BERQUIN et al., 
2008). FEARON, et al., 2006 mostraram aumento da sobrevida (aproximadamente 1,5 
vezes) e do peso (cerca de 1 kg) de pacientes com câncer gástrico e de pulmão que 
foram suplementados por 4 ou 8 semanas com 2 g de EPA, em relação ao grupo que 
recebeu placebo. Pacientes sofrendo de caquexia de câncer decorrente do câncer de 
pâncreas perdiam em média 2,9 kg mês. Ao serem suplementados com 1,1 g/dia de 
EPA obtiveram reversão desse quadro caquético e após sete semanas apresentaram 
ganho de peso, em média 2 kg (STEHR & HELLER, 2006). Neste estudo a 
suplementação com 2 g/dia de óleo de peixe foi eficiente em aumentar o peso em 63% 
dos pacientes, como já descrito anteriormente (FIGURA 9).  
Outro parâmetro para se avaliar recuperação da caquexia é a lactatemia 
(FIGURA 24). Mesmo após remoção do tumor, pacientes não suplementados 
apresentaram lactatemia elevada. Por outro lado, pacientes suplementados com óleo 
de peixe apresentaram redução da concentração do lactato circulante de 1,2 vezes. 
Uma possível explicação para este fato é de que ácido eicosapentaenóico (EPA) tem 
mostrado propriedades antiinflamatórias, incluindo a modulação de citocinas em 
humano e, também em animais. A atividade do EPA neste contexto tem sido descrita 
como inibidor das vias do sistema ubiquitina/proteossoma, por inibir o fator indutor de 
proteólise (FEARON, et al., 2006; LIANG, et al., 2008). Uma segunda hipótese é de as 
células tumorais catabolizam glicose acima de suas necessidades bioenergéticas. 
Nesse cenário as células tumorais redirecionam o excesso de piruvato para a síntese 
de novo de lipídios (FASN) (WYMANN & SCHNEITER, 2008). O qual é usado para 
manter o constante uso de lipídios na construção de novas membranas celulares e 
modificar proteínas (acilação). Esses lipídios são esterificados em fosfolipídios e 
incorporados as membranas (MEER et al., 2008). Esta exacerbada lipogênese é 
evidenciada nas células tumorais pelo aumento da atividade e expressão de enzimas 
lipogênicas (acetil CoA, ATP citrato liase – ACLY, CoA carboxilase- ACACA).  O 
aumento de FASN leva a produção do ácido graxo saturado palmitato, pela 
condensação de acetil CoA em malonil CoA (HANNUN & OBEID, 2008). Porém, esta 
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hipótese não se aplica neste estudo, pois os pacientes já haviam feito remoção 
































5. RESULTADOS REFERENTES AOS PARÂMETROS IN VITRO  
 
O perfil de ácidos graxos (%) presentes no complexado à albumina está 
apresentado na TABELA 8. A concentração de EPA e DHA foi encontrada em maior 
quantidade 17,1 e 12,9%, respectivamente. O total de ácidos graxos saturados 
correspondeu a 36,4% e o de 59,4 representou o de ácidos graxos poliinsaturados. Da 
família ômega-3, encontramos 31,8%; de ômega-6 foi de 2,3%; de ômega-7 foi de 4,1% 
e ômega-9 foi de 10,5%. A análise do perfil lipídico do complexado foi realizada por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Os dados representam a media ± EPM 
de 4 amostras. 
 
TABELA 8: Composição de ácidos graxos do complexado (óleo de peixe + albumina 
sérica bovina) utilizado nos experimentos in vitro. Os dados representam a media ± 
EPM de 4 amostras. 
 
Ácido graxo Complexado (%) 
Láurico (12:0) 1,5±0,5 
Mirístico (14:0) 11,7±1,0 
Palmítico(16:0) 21,3±0,4 
Esteárico (18:0) 1,9±0,6 
Palmitoléico (16:1 n-7) 4,1±0,7 
Oléico (18:1 n-9) 10,5±1,0 
Linoléico (18:2 n-6) 2,3±0,8 
Linolênico(18:3 n-3) 1,8±0,8 
EPA (22:5 n-3) 17,1±0,4 





Na TABELA 9 estão apresentadas as percentagens de ácido eicosapentaenóico 
(EPA), docosahexaenóico (DHA) e araquidônico (AA) encontradas nos tumores de 
cólon e reto após incubação com o complexado albumina-óleo de peixe. Nos tumores 
incubados nas condições controle (meio de cultura + soro fetal bovino) a concentração 
(%) de EPA foi de 1,3, de DHA 0,22 e AA foi de 0,34. Nas mesmas condições com a 
presença de albumina sérica (BSA) EPA foi de 1,2, DHA 0,2 e AA de 0,32, as quais não 
foram diferentes das encontradas no grupo controle. Na presença do complexado 
diluído 1:5 houve incremento nas concentrações de EPA para 1,7 e de DHA para 0,48 
ambos significativos (p<0,05) quando comparados aos dois prévios grupos. Quanto ao 
AA, este reduziu de aproximadamente 2 vezes em comparação à dos referidos grupos 
(p<0,05). Na diluição 1:10 a concentração de EPA não foi diferente da situação controle  
ou BSA (p>0,05). Entretanto, DHA continuou 2,1 vezes maior que à do controle e BSA 
(p<0,05) e, à de ácido araquidônico 1,4 vezes menor que à do controle e BSA (p<0,05). 
Os dados representam a média ± EPM de 8 experimentos realizados em duplicatas. 
 
TABELA 9: Porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) em cultura de 
tumores colorretais. Cultivados durante 24 h em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido 
com soro fetal bovino (C), meio de cultura com BSA 2% (BSA) e meio de cultura com 
óleo de peixe e BSA complexados nas proporções 1:5 e 1:10. 
 
 EPA(%) DHA(%) ARAQUIDÔNICO (%) 
Controle 1,3±0,04 0,22±0,06 0,34±0,04 
BSA 1,2±0,04 0,20±0,09 0,32±0,14 
1:5 1,7±0,06* 0,48±0,18* 0,17±0,01* 
1:10 1,5±0,08 0,47±0,08* 0,24±0,03* 
 






Na TABELA 10 estão apresentadas as percentagens de acido 
eicosapentaenóico (EPA), docosahexaenóico (DHA) e araquidônico (AA) encontradas 
nos tumores de mama após incubação com o complexado albumina-óleo de peixe. Nos 
tumores incubados nas condições controle (meio de cultura + soro fetal bovino) a 
concentração (%) de EPA foi de 1,1; de DHA 0,33 e AA foi de 0,33. Nas mesmas 
condições com a presença de albumina sérica (BSA) EPA foi de 1,2, DHA 0,34 e AA de 
0,34, as quais não foram diferentes das encontradas no grupo controle. Na presença do 
complexado diluído 1:5 houve incremento nas concentrações de EPA para 1,8 e de 
DHA para 0,47 ambos significativos (p<0,05) quando comparados aos dois prévios 
grupos. Quanto ao AA, este reduziu de aproximadamente 2,5 vezes em comparação à 
dos referidos grupos (p<0,05). Na diluição 1:10, a concentração de EPA foi de 1,4 e 
DHA 0,43, que representou aumento de 1,3 vezes quando comparados aos grupos 
controle  ou BSA (p<0,05). Ácido araquidônico, nesta diluição atingiu os valores de BSA 
e controle (p>0,05). Os dados representam a média ± EPM de 8 experimentos 
realizados em duplicatas. 
 
TABELA 10: Porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) em cultura de 
tumores de mama. Cultivados durante 24 h em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido 
com soro fetal bovino (Controle), meio de cultura com BSA 2% (BSA) e meio de cultura 
com óleo de peixe e BSA complexados nas proporções 1:5 e 1:10. 
 
 EPA(%) DHA(%) ARAQUIDÔNICO (%) 
Controle 1,1±0,04 0,33±0,02 0,33±0,02 
BSA 1,2±0,04 0,34±0,02 0,34±0,01 
1:5 1,8±0,06* 0,47±0,01* 0,13±0,01* 
1:10 1,4±0,06* 0,43±0,02* 0,28±0,02 
 






A FIGURA 30 mostra a proliferação tumoral, em contagem por minuto (CPM), de 
câncer de cólon e reto. A proliferação das células quando da adição de BSA não foi 
diferente da observada no grupo controle. Por outro lado, a adição do complexado 
albumina-óleo de peixe na diluição 1:5, induziu a uma redução da proliferação das 
células em 1,8 vezes e em 1,2 vezes na diluição 1:10 em comparação à do grupo 
controle (p<0,05). A adição do óleo de peixe complexado a albumina nas diluições 1:20 




FIGURA 30: Proliferação de células tumorais de cólon e reto, mensurada através da 
incorporação de (2-14C) timidina em DNA. Culturas de 24 h em meio RPMI 1640 com 
soro fetal bovino a 10% e antibióticos. Os dados representam a média ± EPM de 17 
ressecções, sendo que cada experimento foi realizado em hexaplicata. 
 
*p<0,05 quando comparado a todos os demais grupos; 



































A proliferação tumoral, em contagem por minuto (CPM), de células obtidas de 
câncer de cólon e reto está apresentada na FIGURA 31. A proliferação das células 
quando da adição de BSA não foi diferente da observada no grupo controle. Por outro 
lado, a adição do complexado albumina-óleo de peixe na diluição 1:5, induziu a uma 
redução da proliferação das células em 2,2 vezes e em 1,3 vezes na diluição 1:10 em 
comparação à do grupo controle (p<0,05). A adição do óleo de peixe complexado a 
albumina nas diluições 1:20 e 1:50 não promoveram nenhum efeito, sendo a 
proliferação similar à do grupo controle (p>0,05). 
 
 
FIGURA 31: Proliferação de células tumorais de mama, mensurada através da 
incorporação de (2-14C) timidina em DNA. Culturas de 24 h em meio RPMI 1640 com 
soro fetal bovino a 10% e antibióticos. Os dados representam a média ± EPM de 17 
ressecções, sendo que cada experimento foi realizado em hexaplicata 
  
*p<0,001 quando comparado a todos os demais grupos; 





































Na FIGURA 32 estão apresentados, em número de eventos, os dados 
referentes a apoptose das células obtidas de melanoma, após cultivo em meio de 
cultura (C), após a adição de BSA 2% (BSA) e após a adição de óleo de peixe e BSA-
complexados na diluição 1:5. A adição de BSA não promoveu nenhum efeito sobre 
estas células quando comparadas à do controle (p > 0,05). Já a adição do óleo de 
peixe-BSA complexados 1:5 no meio de cultura elevou a taxa de apoptose em 2,6 
























FIGURA 32: Apoptose das células tumorais obtidas de melanoma, cultivadas durante 
24 h em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C) ou na 
presença de albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-BSA complexados 
na proporção 1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 3 experimentos. 
 








Na FIGURA 33 estão apresentados, em número de eventos, os dados 
referentes a apoptose das células obtidas de tumor de colon e reto, após cultivo em 
meio de cultura (C), após a adição de BSA 2% (BSA) e após a adição de óleo de peixe 
e BSA-complexados na diluição 1:5. A adição de BSA não promoveu nenhum efeito 
sobre estas células quando comparadas à do controle (p > 0,05). Já a adição do óleo 
de peixe-BSA complexados 1:5 no meio de cultura elevou a taxa de apoptose em 1,6 
vezes, a qual foi significativamente maior (p < 0,001) quando comparada à dos grupos 






















FIGURA 33: Apoptose das células tumorais obtidas de tumores de colon e reto, 
cultivadas durante 24 h em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal 
bovino (C) ou na presença de albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-
BSA complexados na proporção 1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 
3 experimentos. 
 






Na FIGURA 34 estão apresentados, em número de eventos, os dados 
referentes a apoptose das células obtidas de tumor de mama, após cultivo em meio de 
cultura (C), após a adição de BSA 2% (BSA) e após a adição de óleo de peixe e BSA-
complexados na diluição 1:5. A adição de BSA não promoveu nenhum efeito sobre 
estas células quando comparadas à do controle (p > 0,05). Já a adição do óleo de 
peixe-BSA complexados 1:5 no meio de cultura elevou a taxa de apoptose em 2 vezes, 
























FIGURA 34: Apoptose das células tumorais de mama cultivadas durante 24 h em meio 
de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C), meio de cultura com BSA 
2% (BSA) e meio de cultura com óleo de peixe e BSA complexado (1:5). Os dados 
estão expressos em média ± EPM de 3 experimentos. 
 






Na FIGURA 35 estão representados, em número de eventos, os dados 
referentes à necrose das células obtidas de melanoma, após cultivo em meio de cultura 
(C), após a adição de BSA 2% (BSA) e após a adição de óleo de peixe e BSA-
complexados na diluição 1:5. A adição de BSA não promoveu nenhum efeito sobre 
estas células quando comparadas à do controle (p > 0,05). Porém na presença do óleo 
de peixe-BSA complexados diluído 1:5 a necrose foi reduzida em 2 vezes, a qual foi 






















FIGURA 35: Necrose das células tumorais de melanoma cultivadas durante 24 h em 
meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C) ou na presença de 
albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-BSA complexados na proporção 
1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 3 experimentos. 
 







Na FIGURA 36 estão representados, em número de eventos, os dados 
referentes a necrose das células obtidas de tumores colorretais, após cultivo em meio 
de cultura (C), após a adição de BSA 2% (BSA) e após a adição de óleo de peixe e 
BSA-complexados na diluição 1:5. A adição de BSA não promoveu nenhum efeito sobre 
estas células quando comparadas à do controle (p > 0,05). Já a adição no meio de 
cultivo do óleo de peixe-BSA complexados diluídos 1:5 promoveu redução necrose em 
6,2 vezes, a qual foi significativamente menor quando comparada à dos grupos C e 



















FIGURA 36: Necrose das células tumorais colorretais cultivadas durante 24 h em meio 
de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C) ou na presença de 
albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-BSA complexados na proporção 
1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 3 experimentos. 
  








Na FIGURA 37 estão apresentados, em número de eventos, os dados referentes 
à necrose das células obtidas de tumor de mama, após cultivo em meio de cultura (C), 
após a adição de BSA 2% (BSA) e após a adição de óleo de peixe e BSA-complexados 
na diluição 1:5. A adição de BSA não promoveu nenhum efeito sobre estas células 
quando comparadas à do controle (p > 0,05). A adição do óleo de peixe-BSA 
complexados diluídos 1:5, a necrose foi reduzida em 5 vezes, a qual foi 





















FIGURA 37: Necrose das células de tumor de mama cultivadas durante 24 h em meio 
de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C) ou na presença de 
albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-BSA complexados na proporção 
1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 3 experimentos. 
 







Os dados apresentados na FIGURA 38 são referentes à peroxidação lipídica 
(nmol de hidroperóxido/mg de proteína) de células tumorais obtidas do estômago, 
cultivadas em meio de cultura (C) e adicionadas com BSA 2% (BSA) ou óleo de peixe-
BSA complexados diluído 1:5. A peroxidação lipídica nestes tumores não foi diferente 
entre os grupos controle (C) e BSA (p > 0,05). Por outro lado, o cultivo na presença do 
óleo de peixe-BSA complexados diluído 1:5, induziu elevação na taxa de peroxidação 
lipídica em 3,3 vezes, a qual foi significativamente maior quando comparada à dos 


























FIGURA 38: Peroxidação lipídica das células tumorais obtidas de estômago, cultivadas 
durante 24 h em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C) ou 
na presença de albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-BSA 
complexados na proporção 1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 6 
experimentos em triplicata 
 






Os dados apresentados na FIGURA 39 são referentes à peroxidação lipídica 
(nmol de hidroperóxido/mg de proteína) de células tumorais colorretais, cultivadas em 
meio de cultura (C) e adicionadas com BSA 2% (BSA) ou óleo de peixe-BSA 
complexados diluído 1:5. A peroxidação lipídica nestes tumores não foi diferente entre 
os grupos controle (C) e BSA (p > 0,05). Já o cultivo na presença do óleo de peixe-BSA 
complexados diluído 1:5, induziu elevação na taxa de peroxidação lipídica em 6,7 




























FIGURA 39: Taxa de peroxidação lipídica das células tumorais colorretais cultivadas 
durante 24 h em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C), 
meio de cultura com BSA 2% (BSA) e meio de cultura com óleo de peixe-BSA 
complexado (1:5). Os dados estão expressos em média ± EPM de 6 experimentos 
realizados em triplicatas. 
 








Os dados apresentados na FIGURA 40 são referentes à taxa de peroxidação 
lipídica (nmol de hidroperóxido/mg de proteína) das células tumorais (mama) cultivadas 
na presença de meio de cultura (C), de BSA 2% (BSA) e na de óleo de peixe e BSA 
complexado (1:5). Os grupos controle (C) e BSA não apresentaram diferença 
significativa entre si quanto à taxa de peroxidação lipídica (p > 0,05). Por outro lado, na 
presença do óleo de peixe e BSA complexado (1:5) a taxa de peroxidação lipídica foi 
elevada em 8,6 vezes, a qual foi significativamente maior quando comparada à dos 


























FIGURA 40: Peroxidação lipídica das células tumorais de mama cultivadas durante 24 h 
em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino (C) ou na presença 
de albumina 2% (BSA) ou na presença de óleo de peixe-BSA complexados na 
proporção 1:5. Os dados estão expressos como média ± EPM de 6 experimentos em 
triplicata 
 








6. DISCUSSÃO REFERENTE AOS PARÂMETROS IN VITRO 
 
Os AGPI têm efeito significativo sobre crescimento e proliferação celular, onde 
os da família n-3, principalmente EPA e DHA, presentes no óleo de peixe (TABELA 7), 
têm demonstrado terem atividade antitumoral em tumores de cólon (LIPKIN et al., 
1999). TROMBETTA et al., 2007 relataram que os AGPI tem ação citostática. Estudos 
do Laboratório de Metabolismo Celular, UFPR, demonstraram redução na proliferação 
do tumor de Walker 256, in vivo (TOGNI et al., 2003; BONATTO et al., 2004; PIZATO et 
al., 2005, MUND et al., 2007). A atividade antitumoral exercida pelo óleo de peixe pode 
ser resultado da inibição do crescimento celular, do aumento da apoptose das células 
tumorais ou de ambos (BERQUIN et al., 2008). Para testar a primeira hipótese, 
realizamos culturas de células tumorais, o que segundo LEUHUBER et al., 2006, são 
eficientes ferramentas de estudo porque permitem testar um grande número de tumores 
submetendo-os as mesmas condições. A maioria dos estudos utiliza ácidos graxos 
puros no meio de cultura, significando em alto custo financeiro. Porém, quando nos 
alimentamos, ingerimos alimentos que contêm gorduras, as quais são digeridas e 
posteriormente absorvidas. No plasma, os ácidos graxos são transportados ligados à 
albumina, a qual contém vários sítios de ligação para estes ácidos (HODSON et al., 
2008). Portanto, um experimento mais próximo do fisiológico seria aquele que 
mimetizaria esta situação através da complexação do óleo de peixe à albumina. Assim, 
ao adicionarmos óleo de peixe-BSA complexado (TABELA 8) ao meio de cultura, 
estaríamos efetuando o mesmo mecanismo de transporte e entrega de lipídios às 
células. 
A adição do complexado óleo de peixe-BSA a cultura de células tumorais 
humanas colorretais (FIGURA 30) e de mama (FIGURA 31) levou a redução da 
proliferação em aproximadamente duas vezes em relação aos respectivos grupos 
controle, na concentração de 1:5 (20 mM). Dados semelhantes foram encontrados por 
OLIVEIRA, 2006, em culturas de tumor de Walker 256, usando o mesmo complexado 
óleo de peixe-BSA na diluição 1:8. Uma possível explicação para este achado é que os 
AGPI do tipo EPA tem a capacidade de alterar as concentrações de cálcio 
intracelulares, liberando Ca2+ do retículo endoplasmático e inibindo seu influxo por 
93 
 
canais da membrana celular, resultando em depleção dos estoques intracelulares, 
causando inibição de oncogenes e ciclinas G1 (AKTAS & HALPERIN, 2004). Porém, 
essa hipótese não foi testada. 
Um dos objetivos das pesquisas sobre câncer é tentar fazer as células malignas 
morrerem seletivamente. Muitos tipos de morte celular foram identificados como: 
apoptose (intrínseca e extrínseca) necrose, catástrofes mitóticas e autofagia. Apoptose 
é caracterizada por certas mudanças morfológicas, tais como formação de 
enrugamentos da membrana, condensação da cromatina nuclear, fragmentação do 
DNA e formação dos corpos apoptóticos (LETAI, 2008). Estes processos são 
controlados por vias de sinalizações que podem ser induzidas por estímulos internos ou 
externos (LI et al., 2008). O processo de apoptose intrínseco é desencadeado por 
vários mecanismos de estresse e injúria celular, como hipóxia, danos ao DNA e indução 
de oncogenes. A via de sinalização celular converge para a mitocôndria e culmina na 
permeabilidade mitocondrial com a liberação de citocromo c. Uma das etapas desta via 
é o balanço entre as proteínas pró-apoptóticas BAX/BAK e anti-apoptóticas Bcl2 
(HOUSTON & O’CONNEL, 2004).   A via apoptótica extrínseca é ativada por receptores 
da morte (FASL e TNFR) na superfície celular (OKADA & MAK, 2004).  Em indivíduos 
que fazem quimioterapia anticâncer os tipos de morte celulares mais comuns são a 
necrose e as catástrofes mitóticas, que poderão acabar em apoptoses (LOWE et al., 
2004).  
A taxa de apoptoses nas células tumorais de melanoma, colorretais e de mama 
estava aumentada em aproximadamente, duas vezes na diluição 1:5 em relação aos 
demais grupos (FIGURAS 32, 32 e 34), respectivamente.  Nossos dados corroboram os 
de TANAKA et al., 2008, que observaram maior número de apoptoses em cultura de 
células tumorais humanas, das linhagens de carcinoma pulmonar RERF-LC-OK, células 
A459, tumor de cólon WiDr tumor de estômago MKN45, tratadas com lipossomos 
híbridos contendo AGPI. HONG, et al., 2005 afirmam que o óleo de peixe reduz os 
danos ao DNA, diminui a proliferação celular e aumenta apoptose em ratos portadores 
de tumor de cólon. Outro possível mecanismo é que os AGPI n-3 podem se ligar 
diretamente a receptores nucleares, incluindo receptor ativador para proliferação de 
peroxissomos (PPAR). Esta ligação pode modular a homeostase celular podendo levar 
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a apoptose ou diferenciação celular (SCHROEDER et al., 2008). Apoptose parece estar 
ligada ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e inibição das 
enzimas antioxidantes. A lipoperoxidação da membrana gera um radical livre que 
desencadeia a apoptose, pois permite a abertura de poros na membrana mitocondrial 
liberando citocromo c no citosol, levando a célula ao processo apoptótico (NAIR et al., 
2007).  A produção de hidroperóxidos nas culturas de células tumorais aumentou em 
três vezes quando foi adicionado o complexado óleo de peixe-BSA, nas culturas de 
tumores de estômago (FIGURA 38). Nos tumores colorretais houve aumento de 
aproximadamente sete vezes (FIGURA 39) e nas células de tumores de mama ocorreu 
aumento de 8,5 vezes (FIGURA 40). Estes resultados corroboram os de UDIOLOVA et 
al., 2003, em cultura de células IEC 18, SW480 e HT29/H11 e também de PASKIN & 
CARTER, 2008.  
A morte celular ocasionada por necrose ocorre geralmente em resposta a injúria 
severa, levando ao inchaço citoplasmático e mitocondrial, ruptura da membrana 
plasmática e liberação do conteúdo extracelular, desencadeando intenso processo 
inflamatório que pode levar a injúria e assim afetar e lesar células vizinhas 
(RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007). A taxa de necrose foi reduzida em duas vezes 
nas culturas de melanoma que receberam óleo de peixe-BSA complexado (FIGURA 
34), seis vezes nas culturas de células tumorais colorretais (FIGURA 35) e cinco vezes 
nas células de tumores de mama (FIGURA 37). Este achado talvez possa ser explicado 
pelo fato dos AGPI n-3 possuírem menor habilidade inflamatória. Isto ocorre porque 
eles competem com o ácido araquidônico para a síntese eicosanóides, e assim levam 
ao aumento da síntese de prostaglandinas da série 3 e de leucotrienos da série 5, 
ambos menos potentes que os análogos produzidos pelo ácido araquidônico, da série 2 
e 4, respectivamente (ANDRADE, et al., 2007). Estudos epidemiológicos e 
experimentais indicam que mudanças no tipo de lipídio consumido podem modificar a 
composição de muitos tipos celulares, incluindo aquelas que estão envolvidas no 
desenvolvimento de muitas doenças imunológicas e inflamatórias e diminuir a 
proliferação celular (VÁSQUEZ, et al., 2004). Essa substituição de ácidos graxos foi 
encontrada nas culturas de células tumorais em que foi adicionado óleo de peixe-BSA 
complexado (TABELAS 9 e 10), onde a incorporação de EPA e DHA levou a redução 
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do AA nas culturas de células tumorais. A incorporação destes ácidos graxos pode ser 
um co-adjuvante nas terapias anticâncer, pois segundo TROMBETTA et al., 2007 as 
células tumorais são caracterizadas por possuírem pequenas concentrações de AGPI e, 
isto contribui para a resistência a quimioterápicos e a peroxidação lipídica.  
Ácido araquidônico é um ativador do PPAR e isso geralmente aumenta a 
expressão da COX–2 (ZAO, et al., 2006).  Estudos que visam diminuir a expressão da 
COX-2 são importantes, porque há evidências mostrando que os usos de drogas 
antiinflamatórias, não esteroidais, reduzem o risco de desenvolver câncer colorretal em 
40 a 50% (WANG & DUBOIS, 2008). A expressão exacerbada da COX–2 tem sido 
mostrada em diversos tipos tumorais. Uma das possíveis explicações para este fato é o 
aumento da expressão de bcl-2 e a baixa expressão do receptor para TGF-β, porque 
isso leva a redução dos processos de apoptose e como resultado final aumento da 
proliferação celular (CORCORAN, et al., 2005; ENDERS, 2007).   
A prevenção é a mais promissora opção para controlar o câncer. Essa 
prevenção pode ser feita de três maneiras: primeiramente pela eliminação de fatores 
que causam o câncer, como por exemplo o cigarro.  Em segundo, remoção de lesões 
pré-cancerosas, por exemplo, ressecção de adenomas de cólon; e finalmente contra 
atacar vias patogênicas de sinalização como, por exemplo, usando antiinflamatórios 
não esteroidais e/ou nutrientes que reduzam respostas inflamatórias (RIGAS & SUN, 
2008). Assim o consumo de AGPI n-3 pode oferecer um caminho não tóxico para 
melhorar o tratamento do câncer, ajudar a quimioterapia e aumentar significativamente 












7. CONCLUSÕES  
 
A suplementação com óleo de peixe, 2 g/dia durante oito semanas em 
pacientes pós-remoção dos tumores, submetidos à quimioterapia anticâncer provocou: 
• Aumento da massa corpórea em 63%; 
• Aumentou a atividade fagocitária e produção de ânion superóxido nos 
neutrófilos, mas não alterou a captação de vermelho neutro ou produção 
de peróxido de hidrogênio. 
• Aumentou a incorporação de EPA e DHA e redução de AA nos 
neutrófilos e no plasma; 
• Não alteração do colesterol total, LDL, VLDL e triacilgliceróis, porém 
estes valores foram mais elevados nos indivíduos sem suplementação;  
• Aumentou o colesterol HDL; 
• Reduziu a lactatemia; 
• Não induziu neutropenia nem linfopenia; 
 
Os dados in vitro com complexado de óleo de peixe-BSA adicionado nas 
culturas celulares de tumores humanos promoveu:  
• Incorporação de EPA e DHA e redução do AA nas células tumorais de 
cólon e mama; 
• Redução da proliferação nas diluições de 1:5 e 1:10 nas culturas de 
células tumorais de mama e cólon; 
• Aumento da taxa de apoptose e redução da necrose nas culturas de 
células tumorais de cólon, mama e melanoma; 
• Aumento da produção de hidroperóxidos nas culturas de células tumorais 
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